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1 Einleitung 1
1 Einleitung
1.1 Zytokine
Um die komplexen Funktionen eines mehrzelligen Organismus aufeinander abzu-
stimmen, benötigt der Körper ein präzises Kommunikationssystem, welches in der
Lage ist, Informationen an Nachbarzellen und Zellen anderer Organe gleichermaßen
zu übertragen. Viele Zellen des Körpers besitzen die Fähigkeit, auf bestimmte Reize
hin extrazelluläre Botenstoﬀe freizusetzen. Die Signalmoleküle lassen sich einteilen
in Zytokine, eine große Gruppe kleiner Proteine (15 - 30 kD), Peptide oder Glyko-
proteine und in Hormone. Die Botenstoﬀe wirken auf Zellen, die einen speziﬁschen
Rezeptor auf ihrer Oberﬂäche exprimieren [1]. Man unterscheidet die parakrine Si-
gnalübertragung, bei der das Signalmolekül per Diﬀusion Nachbarzellen erreicht,
die endokrine Übermittlung, bei der die Botenstoﬀe über den Blutweg ihre weiter
entfernten Zielzellen erreichen, sowie die autokrine Signalweiterleitung, bei der die
Signalmoleküle auf die sezernierende oder Zellen des gleichen Typs einwirkt [2]. Die
juxtakrine Signalübermittlung zeichnet sich dadurch aus, dass das Signalmolekül auf
der Zelloberﬂäche exprimiert wird und für die Signalweitergabe somit ein Zell-Zell-
Kontakt Voraussetzung ist (z.B. TNF-Familie) [3].
Zytokine (griech: cyto, Zelle; kinos, Bewegung) sind lösliche Polypeptide mit kurzer
Halbwertszeit und werden meist de novo als Antwort auf einen Induktionsstimulus
hin, seltener aber auch konstitutiv synthetisiert [2]. Nahezu alle kernhaltigen Zel-
len, insbesondere jedoch T-Helferzellen und Makrophagen, sind Produzenten von
IL-1, IL-6 und TNF-α. Manche Zytokine, wie beispielsweise IL-6, zirkulieren in pi-
comolaren (10-12M) Konzentrationen, die jedoch im Falle eines Traumas oder einer
Infektion um das 1000-fache ansteigen können. Im Allgemeinen wirken sie über kurze
Distanzen, können bei akuten oder chronischen Entzündungen jedoch auch im Blut
nachgewiesen werden. Die kurze Halbwertzeit garantiert eine Zytokinwirkung von
limitierter Dauer. Glanduläre Hormone dagegen werden in endokrinen Drüsen pro-
duziert, gespeichert und auf einen speziﬁschen Reiz hin ausgeschüttet. Hormone sind
eine heterogene Gruppe, sie sind - wie etwa Insulin - Polypeptide, Aminosäurede-
rivate (beispielsweise die Schilddrüsenhormone Thyroxin und Trijodthyronin) oder
Steroidhormone wie Kortisol. Klassische Proteinhormone zirkulieren in nanomolaren
(10-9M) Konzentrationen, die insgesamt nur einer geringen Schwankung unterliegen.
Sie erreichen ihre jeweiligen Zielzellen meist über die Blutbahn und wirken daher
systemisch.
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Zielzellen für Zytokine werden über die Expression der speziﬁschen Oberﬂächenre-
zeptoren deﬁniert. Erreicht der Botenstoﬀ die Zielzelle, bindet er an seinen spezi-
ﬁschen Rezeptor und löst damit die intrazellulär ablaufende Signalkaskade aus. Im
Regelfall folgt hierauf eine biologische Reaktion in Form einer Modiﬁkation der Gen-
expression in der Zelle, gefolgt von der Abschaltung des stimulierenden Signals, was
häuﬁg durch eine feedback Inhibition bewerkstelligt wird.
Zytokine bewirken physiologischer Weise die Koordination zwischen verschiedenen
Zelltypen oder die Antwort auf Umweltfaktoren. Sie spielen eine Rolle in der Prolife-
ration und Diﬀerenzierung während der Embryogenese sowie im späteren Leben und
vermitteln die Immunantwort auf fremde Antigene und eindringende Organismen.
Auch in Zellerneuerung, Wundheilung und Entzündungsprozessen sind Zytokine es-
senziell beteiligt, somit ist es nicht verwunderlich, dass Fehlregulationen von Zyto-
kinproduktion und -wirkung für viele Erkrankungen verantwortlich gemacht werden
können [1]. Gleichzeitig eröﬀnet das Wissen um die Rolle von Zytokinen in dieser
Situation den Weg zu neuen therapeutischen Möglichkeiten gegen Krebs, chronische
Entzündungen und Autoimmunerkrankungen.
1.1.1 Einteilung und Funktionsweise von Zytokinen
Zur Gruppe der Zytokine zählen Chemokine, Interleukine, Interferone, Tumornekro-
sefaktoren, koloniestimulierende Faktoren sowie transformierende Wachstumsfakto-
ren [4]. Diese Untergruppen werden weiterhin eingeteilt nach ihrem biologischen
Eﬀekt, ihrer strukturellen Homologie und der Signaltransduktion über gleiche oder
vergleichbare Rezeptoren und Rezeptoruntereinheiten. So werden Interleukine ein-
geteilt in Zytokine mit pro-inﬂammatorischer Wirkung (IL-1, TNF-α), Zytokine, die
über die common β- (IL-3, IL-5) oder common γ Kette (z.B. IL-2, IL-4, IL-7, IL-15)
signalisieren, Zytokine vom IL-6-Typ (z.B. IL-6, IL-11, IL-27, OSM, LIF, CNTF)
sowie Zytokine, die Liganden für homodimere Rezeptoren sind (z.B. EPO, TPO) [2].
Zytokine wirken als pleiotrope Eﬀektoren auf verschiedene Zelltypen, während ande-
rerseits das gleiche Zytokin von verschiedenen Zelltypen produziert wird. Sie über-
lappen teilweise stark in ihrer Funktion (Redundanz), das bedeutet, ein Eﬀekt kann
von unterschiedlichen Zytokinen hervorgerufen werden. So binden verschiedene Zy-
tokine an den gleichen Rezeptor, wie etwa den heterodimeren Rezeptorkomplex aus
gp130 und dem LIF-Rezeptor, an den sowohl LIF als auch OSM mit hoher Aﬃ-
nität binden. Häuﬁg werden Zytokine zudem in Kaskaden produziert, indem ein
Zytokin seine Zielzelle dazu anregt, weitere Zytokine herzustellen und zu sezernie-
ren. Zytokine wirken stimulierend oder inhibierend und können sich synergistisch in
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ihrer Wirkung ergänzen oder antagonistische Eﬀekte zeigen. Hierbei unterliegt die
Wirkung einzelner Zytokine Faktoren wie der Konzentration oder der Anwesenheit
anderer Zytokine [5].
In der Regel binden Zytokine an Tyrosin-Kinase-assoziierte Rezeptoren an der Zell-
oberﬂäche, Chemokine wie Rantes oder CXCL8 bilden hier eine Ausnahme und be-
dienen G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Dieser Rezeptor-Ligand-Komplex initiiert
die intrazellulär ablaufende Signaltransduktionskaskade, welche letztendlich zu einer
Modiﬁkation der Zellfunktion führt. Dies zeigt sich in Form einer Modiﬁkation des
Genexpressionsmusters, was in der verstärkten oder verminderten Produktion von
Zytokinen und Oberﬂächenrezeptoren sowie Diﬀerenzierung, Proliferation, Apoptose
oder Anpassung des Metabolismus resultiert [6].
1.1.2 Zytokine in der Medizin
Viele Krankheitsbilder in der Medizin beruhen auf der Dysregulation von Zytoki-
nen, wobei prinzipiell zwischen einer Über- und Unterproduktion zu unterscheiden
ist. Zytokine spielen insbesondere eine Rolle in der Kontrolle von Wachstum und
Diﬀerenzierung von hämatopoetischen Zellen und somit in der Blutbildung und den
Abwehrfunktionen des Organismus [7]. Eine Fehlregulation kann demzufolge zu im-
munologischen oder hämatologischen Dysfunktionen führen.
Die Unterproduktion eines Zytokins wie Erythropoetin, die beispielsweise infolge
einer Niereninsuﬃzienz vorliegt, bedarf der Substitution mit rekombinantem EPO.
Auch Tumorpatienten mit einer symptomatischen Anämie unter Chemotherapie pro-
ﬁtieren von der Gabe von Erythropoetin. G-CSF, ein weiterer hämatopoetischer
Wachstumsfaktor, wird bei Chemotherapie-induzierter febriler Neutropenie in der
Primär- und Sekundärprophylaxe [8], sowie zur Mobilisierung von Blutstammzellen
vor Blutstammzelltransplantation und bei andauernder Neutropenie bei einer fort-
geschrittenen HIV-Infektion eingesetzt. Die immunmodulatorische und antivirale
Wirkung von Interferonen macht man sich bei der Therapie der akuten und chroni-
schen Hepatitis C [9] sowie der chronischen Hepatitis B [10] zunutze (überwiegend
pegyliertes IFNα). Die antitumorale Aktivität der Interferone mit antiproliferativer,
zytotoxischer und diﬀerenzierungsinduzierender Wirkung kommen bei der Thera-
pie der Haarzell-Leukämie, kutaner T-Zell-Lymphome, myeloproliferativer Erkran-
kungen und der Behandlung des Kaposi-Sarkoms zum Einsatz. Die IL-2-Therapie
wird bei der Behandlung mit tumorinﬁltrierenden Lymphozyten (TIL) angewendet.
Hierbei werden aus Tumormaterial - beispielsweise eines metastasierten Melanoms -
T-Lymphozyten isoliert und durch IL-2 zu lymphokinaktivierten Killerzellen (LAK-
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Zellen) diﬀerenziert, die Tumorgewebe speziﬁsch lysieren können. Die so aktivierten
Zellen werden im Anschluss dem Patienten rückinfundiert [11].
Im Gegensatz dazu kommt es bei Autoimmunerkrankungen, wie etwa der rheuma-
toiden Arthritis, durch eine fehlerhafte Interaktion zwischen Leukozyten und Ma-
krophagen zu einer Überproduktion proinﬂammatorischer Zytokine (z.B. IL-1, IL-6
und TNF-α, IL-15 u.a.). In der Therapie der rheumatoiden Arthritis werden ne-
ben Glukokortikoiden und nicht-steroidalen Antirheumatika auch Basistherapeutika
wie die Immunsuppressiva Methotrexat oder Azathioprin, Zytostatika wie Cyclo-
phosphamid oder sogenannte Biologicals eingesetzt. Ziel des Einsatzes der Biologi-
cals ist eine Anti-Zytokin-Therapie, die die speziﬁsche Bindung des Zytokins auf
seinen Oberﬂächenrezeptor und damit die Initiierung der Signaltransduktion un-
terbinden soll. Es existieren rekombinant hergestellte Antikörper (Inﬂiximab, Go-
lilumab), Antikörper-Fragmente (Certolizumab pegol) und Rezeptorfusionsprotei-
ne (Etanercept) für die Anti-TNF-α-Therapie. Darüberhinaus sind mit dem IL-6-
Rezeptorantikörper Tocilizumab und dem IL-1-Rezeptorantagonisten Anakinra In-
hibitoren für weitere Zytokin-Rezeptor-Interaktionen auf dem Markt [7].
1.1.3 IL-6-Typ Zytokine
Die Familie der IL-6-Typ Zytokine ist gekennzeichnet durch ihre langkettige 4-α-
Helix-Bündel-Topographie [12] und die gemeinsame Nutzung der Rezeptorunterein-
heit Glykoprotein 130 (gp130) für die Signaltransduktion. Insgesamt werden 9 Zyto-
kine, deren Größe zwischen 20 und 45 kD liegt, der Familie zugeordnet: IL-6, IL-11,
leukemia inhibitory factor (LIF), Onkostatin M (OSM), ciliary neurotrophic factor
(CNTF), Cardiotrophin-1 [13] (CT-1), cardiotrophin-like cytokine (CLC) [14], Il-27
[15] und Neuropoetin (NP) [16].
Die gemeinsam genutzte Rezeptoruntereinheit gp130 bedingt auch die sich teilweise
überlappende biologische Funktion (Redundanz) dieser Zytokinfamilie, die sowohl
pro- als auch antiinﬂammatorische Eigenschaften aufweist. IL-6-Typ Zytokine sind
involviert in Diﬀerenzierung, Überleben, Apoptose und Proliferation von Zellen und
Zellverbänden. Sie spielen ebenfalls eine Rolle in der Hämatopoese, in der Akut-
Phase-Reaktion und Immunantwort des Körpers [13], ebenso wie im endokrinen
und Nervensystem [17].
Diese Arbeit handelt von einem speziﬁschen Inhibitor gegen Onkostatin M. Dieses
Zytokin wird daher im Folgenden näher charakterisiert.
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Abbildung 1.1  Tertiärstruktur und Kristallstruktur von Onkostatin M
A. Tertiärstruktur von humanem OSM in der Ribbon-Darstellung.
B. Darstellung der Oberﬂächenladung von OSM. Blau repräsentiert positive, rot negati-
ve Ladungen. Orientierung identisch zu A. Die Zytokinbindungs-site 2, die die Bindung
zu gp130 vermittelt, ist eingezeichnet.
C. Darstellung der Oberﬂächenladung wie in B. mit Blick von oben auf das 4-Helix-
Bündel. Site 3, die die Rekrutierung des β-Rezeptors ermöglicht, ist eingezeichnet (ent-
nommen aus [19]).
1.1.4 Physiologie und Pathophysiologie von Onkostatin M
Onkostatin M (im Folgenden OSM) ist ein multifunktionales Zytokin aus der IL-6-
Superfamilie mit enger Verwandtschaft zum leukemia inhibitory factor LIF, deren
Struktur und Funktion sich in einigen Punkten überschneiden [18].
Humanes OSM ist ein 28 kD schweres und 196 Aminosäuren langes, monomerisches
Glykoprotein und weist wie alle IL-6-Typ Zytokine in der Röntgenstrukturanalyse
eine up-up-down-down-Struktur aus vier gebündelten Helices auf (Abb. 1.1) [19].
Es wird als 252 Aminosäuren langes Precursor -Protein synthetisiert und auf sei-
nem Weg durch das endoplasmatische Retikulum von der 25 Aminosäuren langen
N-terminalen sekretorischen Signalsequenz befreit [20]. Onkostatin M enthält fünf
Cystein-Reste, von denen vier Disulﬁdbrücken ausbilden (C6-C127; C49-C167). Die
Disulﬁdbrücke C49-C167, die Helix A und B verbindet, ist essenziell für die bio-
logische Aktivität dieses Zytokins. Das site-2-Epitop, welches für die Bindung von
gp130 verantwortlich ist, beﬁndet sich um die Aminosäure Gly120 und formt eine
Vertiefung auf der Oberﬂäche des Moleküls, die sich über Helix A und C erstreckt.
Das site-3-Motiv, welches die Bindung an den LIFR oder OSMR ermöglicht, ent-
hält das hervorspringende Aminosäurepaar Phe160/Lys163 am Beginn der Helix D
[19]. Alle Zytokine der IL-6-Superfamilie, die den LIF-Rezeptor rekrutieren, verfügen
über dieses konservierte Phenylalanin-Lysin-Motiv.
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OSM wird zumeist de novo von aktivierten Monozyten und T-Lymphozyten sowie
von adherenten Makrophagen hergestellt und sezerniert [20, 21]. In polymorphker-
nigen Lymphozyten wurden jedoch auch intrazelluläre Vorräte von OSM gefunden,
die sich auf einen Reiz hin durch Degranulation entleerten [22].
OSM signalisiert im Menschen durch zwei verschiedene heterodimere Rezeptorkom-
plexe. Beiden Rezeptorkomplexen gemeinsam ist die gp130-Rezeptoruntereinheit,
die von allen Mitgliedern der IL-6-Superfamilie eingebunden wird. gp130 im hete-
rodimeren Komplex mit dem LIF-Rezeptor β bildet den OSM-Rezeptorkomplex 1,
der auch von LIF rekrutiert wird. Dimerisiert gp130 mit dem OSM-Rezeptor β, bil-
den sie zusammen den OSM-speziﬁschen OSM-Rezeptorkomplex 2. Die Interaktion
von OSMmit seinem speziﬁschen Typ-2-Rezeptorkomplex vermittelt die speziﬁschen
Funktionen von OSM, welche nicht von LIF oder anderen Zytokinen der IL-6-Familie
imitiert werden können [23, 24].
Beide Rezeptor-Ligand-Komplexe aktivieren die Rezeptor-assoziierten Janus-
Kinasen Jak1, Jak2 und Tyk2, welche konsekutiv STAT3 und - speziﬁsch durch
den gp130/OSMR-Komplex - STAT5b phosphorylieren [25]. Ebenso induziert OSM
die Phosphorylierung der extracellular signal-regulated kinase (ERK) 1/2 sowie der
p38-mitogenaktivierten Proteinkinase [26].
Murines Onkostatin M wurde erst 1996 kloniert. Es ist ein 263 Aminosäuren langes
Polypeptid und weist eine 48%-ige Homologie zu humanem OSM auf. N-terminal
beﬁndet sich ein 23 Aminosäuren langes sekretorisches Signalpeptid, welches eben-
so wie die C-terminale Region proteolytisch abgetrennt wird, um die volle biolo-
gische Aktivität zu erzielen [27]. Aufgrund der sehr geringen Aﬃnität zum OSM-
Rezeptorkomplex 1, bestehend aus gp130 und dem LIFR, wurde bisher davon aus-
gegangen, dass murines OSM ausschließlich über den OSM-Rezeptorkomplex 2, der
anstelle des LIFR den OSMR beinhaltet, signalisiert [28]. Zumindest in Knochen,
so fanden kürzlich Walker et al. heraus, bindet OSM jedoch an beide Rezeptorkom-
plexe [29].
Die Rolle von OSM als pro- oder antiinﬂammatorisches Zytokin ist umstritten.
hOSM wurde 1986 als Faktor entdeckt, der A549-Bronchialkarzinomzellen und
A375 -, bzw. SK-MEL-28-Melanomzellen in ihrem Wachstum inhibierte, das Wachs-
tum von normalen embryonalen Fibroblasten dagegen eher beschleunigte [30]. Der
Eﬀekt von OSM auf endothelialen Zellen legt eine proinﬂammatorische Rolle für
OSM nahe. Endotheliale Zellen exprimieren große Mengen des OSM-Rezeptors auf
ihrer Oberﬂäche [31]. Stimuliert man primäre endotheliale Zellen mit hOSM re-
sultiert dies in einer verzögerten, aber insgesamt verlängerten Hochregulation von
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P-Selectin, welche Leukozyten für Adhäsion und rolling benötigen und daher ihre
Extravasation ermöglicht [32]. Weiterhin induziert hOSM die Sekretion von IL-6 in
diesen Zellen [31]. In Kaposi-Sarkomzellen, die endothelialen Ursprungs sind, fun-
giert OSM als Hauptwachstumsfaktor [33], ebenso wie in humanen Plasmozytom-
zellen [34]. Als Hepatozyten-stimulierender Faktor ist OSM an der Auslösung der
Akut-Phase-Reaktion als Antwort auf eine Störung der physiologischen Homöostase
beteiligt [35]. In der fetalen Mäuseleber induziert OSM die Reifung und Diﬀerenzie-
rung von Hepatozyten, wobei Blutzellen, die bei der transient in der fetalen Leber
stattﬁndenden Hämatopoese produziert werden, OSM sezernieren, welches im Fol-
genden parakrin auf die Hepatozyten wirken kann [36]. In der Niere steht Onkostatin
M neben TNF-α im Verdacht, über die Induktion der alkalischen Phosphatase die
Kalziﬁzierung glatter Muskelzellen in der Gefäßwand zu unterstützen und dadurch
chronische Nierenerkrankungen zu begünstigen [37, 38].
Demgegenüber zeigten Wallace et al., dass OSM den Grad der Gelenkzerstörung
in einem Antikörper-induzierten Model von rheumatoider Arthritis und multipler
Sklerose reduziert, wobei weder die T-Zell-Funktion noch die Antikörperproduktion
in großem Maße beeinﬂusst wurden [39]. Weiterhin wird OSM eine anabolische, die
Wundheilung und Knochenbildung unterstützende Wirkung zugesprochen [40]. Erst
kürzlich zeigten Sarközi et al. für OSM einen tubulointerstitiell-protektiven Eﬀekt
in der TGF-β1-induzierten Fibrose in der Niere [41]. Andere Studien zeigten hinge-
gen eine Erhöhung der Konzentration der IL-6-Typ Zytokine einschließlich OSM in
Synovialzellen von Patienten mit rheumatoider Arthritis und diskutieren die Rolle
dieser Zytokine als Induktoren chronischer Entzündungen [42]. OSM induziert die
Matrixmetalloproteinase 1 (MMP-1) und den tissue inhibitor of metalloproteinase-3
(TIMP-3) in Chondrozyten und unterstützt so die Knorpeldegeneration [26]. In der
Gelenkﬂüssigkeit von Patienten mit rheumatoider Arthritis wurde ein durchschnitt-
licher OSM-Spiegel von 122,5 pg/ml gemessen. Im Blutserum der gleichen Patienten
sowie in Gelenkﬂüssigkeit und Serum gesunder Probanden war kein OSM nachweis-
bar [43].
1.2 Rezeptorkomplexe der IL-6-Typ Zytokine
Zytokine wirken über speziﬁsche Membranrezeptoren, die entweder induziert oder
konstitutiv auf der Zelloberﬂäche exprimiert werden. Molekularbiologische Struktur-
analysen haben ergeben, dass manche Rezeptorketten bezüglich ihrer extrazellulären
Domänenstruktur große Ähnlichkeiten zueinander aufweisen, so dass sie in Superfa-
milien von Zytokinrezeptoren zusammengefasst werden können [5, 12].
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IL-6-Typ Zytokine nutzen Typ-I-Zytokinrezeptoren, die auch als Hämopoetin-
Rezeptoren bezeichnet werden und speziﬁsch Zytokine mit einer 4-α-Helix-
Struktur binden. Diese Transmembranrezeptoren besitzen einen extrazellulären
N-Terminus, eine singuläre Transmembranregion und einen intrazellulär gelegenen
C-Terminus [44]. Eine Ausnahme bildet hier der CNTF-Rezeptor, welcher über einen
Glycosylphosphatidylinositol-Anker mit der Zellmembran verbunden ist und kei-
nen intrazellulären Anteil besitzt [45]. Alle Hämopoetin-Rezeptoren besitzen we-
nigstens ein cytokine binding module (CBM), welches aus 2 Fibronektin-Typ-III-
ähnlichen Domänen (FNIII) aufgebaut ist [44]. Die C-terminale FNIII-Domäne ent-
hält das Aminosäuremotiv Tryptophan-Serin-X-Tryptophan-Serin (WSXWS), wo-
hingegen die N-terminal gelegene FNIII-Domäne vier konservierte Cysteinreste be-
sitzt [46]. Jede Rezeptorkette verfügt darüber hinaus über eine Ig-ähnliche Domäne,
die sich entweder an ihrem N-Terminus - wie im Falle von gp130 - oder zwischen
dem membranproximalen und membrandistalen CBM beﬁndet. Diese Konstellation
ﬁndet sich beim LIF- und OSM-Rezeptor, wobei das N-terminale CBM des OSMR
unvollständig ist und nur die Domäne mit dem WSXWS-Motiv enthält.
Generell signalisieren IL-6-Typ Zytokine über Rezeptoren, die aus drei verschiedenen
Gruppen rekrutiert werden. Allen Rezeptorkomplexen gemein ist die Untereinheit
gp130, die neben der Zytokinbindung auch Aufgaben in der Signaltransduktion über-
nimmt. Einige Zytokine binden zunächst an einen speziﬁschen α-Rezeptor, wie zum
Beispiel den IL-6-Rezeptor-α, der erst dann die hochaﬃne Bindung des vollständigen
Rezeptorkomplexes ermöglicht, jedoch keine Rolle in der Signaltransduktion spielt.
Die sogenannten β-Rezeptoren, zu denen unter anderem der OSM-Rezeptor zählt,
übernehmen sowohl die speziﬁsche Ligandenbindung als auch die Signalweitergabe.
Den signaltransduzierenden Rezeptoruntereinheiten ist die Anwesenheit von drei
membranproximalen FNIII-Domänen ebenso gemein wie eine größere zytoplasma-
tisch gelegene Region, die die Signaltransduktion vermittelt. Demgegenüber zeigen
α-Rezeptoren nur eine sehr kleine intrazellulär gelegene Region bzw. verfügen im
Falle des CNTF-Rezeptors nur über einen Membrananker [13].
Die IL-6-Typ Zytokine lassen sich dementsprechend je nach Aufbau ihres Rezep-
torkomplexes einteilen. IL-6 und IL-11 signalisieren über ein Homodimer aus gp130
[47, 48], wobei sie zuvor an eine speziﬁsche α-Untereinheit binden (IL-6Rα [49]
bzw. IL-11Rα [50]). LIF [51], CNTF [45], NP [16], CT-1 [52] und CLC [53] signa-
lisieren über ein Heterodimer aus gp130 und LIFR, wobei CNTF, CT-1, NP und
CLC eine Sonderstellung einnehmen, da sie zunächst ebenfalls an die α-Untereinheit
CNTF-Rα binden. Das aus zwei Untereinheiten bestehende Zytokin IL-27 rekrutiert
für die Signalvermittlung einen Rezeptorkomplex aus gp130 und dem IL-27-Rezeptor
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Abbildung 1.2  Übersicht der Rezeptorkomplexe der IL-6-Typ Zytokine
Die IL-6-Typ Zytokine signalisieren entweder über ein Homodimer aus gp130 oder ein
Heterodimer aus gp130 und dem LIFR, OSMR oder WSX-1 als zweiter Rezeptorun-
tereinheit. IL-6, IL-11, CNTF, NP und CLC benötigen darüber hinaus noch ihre je-
weiligen α-Rezeptoren, den IL-6Rα, IL-11Rα und CNTFRα für die Ligandenbindung.
Eine Ausnahme stellt IL-31 dar. Aufgrund einer engen Verwandtschaft von Zytokin
und Rezeptoren wird es den IL-6-Typ Zytokinen zugerechnet, signalisiert aber nicht
über gp130. (Modiﬁziert nach [56].)
bzw. WSX-1 [54]. Eine Sonderstellung nimmt auch OSM ein, welches im huma-
nen System über zwei verschiedene, heterodimere Rezeptorkomplexe signalisieren
kann: gp130 und LIFR (OSM-Rezeptorkomplex 1) oder gp130 und OSMR (OSM-
Rezeptorkomplex 2) [24]. Walker et al. zeigten erst kürzlich und als bislang einzige
Gruppe diese Besonderheit von OSM auch in Knochen im murinen System [29].
Obwohl es nicht die gemeinsame Rezeptoruntereinheit gp130 benutzt, wird IL-31 der
IL-6-Zytokinfamilie zugeordnet. Es bindet an einen heterodimeren Rezeptorkomplex
aus dem OSMR und dem IL-31-speziﬁschen IL-31-Rezeptor [55]. Abbildung 1.2 zeigt
eine Übersichtsdarstellung.
Die Rezeptoruntereinheit gp130 wird ubiquitär exprimiert; dennoch reagieren nur
wenige Zellen auf eine Stimulation mit einem bestimmten Zytokin aus der IL-6-
Familie. Die Sensibilität auf ein Zytokin wird über die Expression der zytokinspezi-
ﬁschen Rezeptorketten reguliert. So wird der murine OSM-Rezeptor insbesondere in
der Lunge, im Herzen, im Thymus und in der Milz exprimiert [57]. Die membranstän-
digen α-Rezeptoren, welche keine Aufgabe in der Signaltransduktion übernehmen,
können durch lösliche Rezeptoren ersetzt werden, die nur aus den extrazellulären
Domänen der α-Rezeptoren bestehen. Diese löslichen Rezeptoren entstehen durch
shedding - einer limitierten Proteolyse der membrangebundenen Form [58] - oder al-
ternatives splicing [59]. Zusammen mit dem ubiquitär exprimierten gp130 ermöglicht
beispielsweise der lösliche IL-6Rα trans-signaling auch in Zellen, die den membran-
ständigen IL-6Rα nicht auf ihrer Oberﬂäche exprimieren. Hingegen ist die lösliche
Form von gp130 in der Lage dieses trans-signaling zu antagonisieren [13].
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1.2.1 Interaktionen der IL-6-Typ Zytokine mit ihren Rezeptoren
Die Rezeptorbindungsstellen der IL-6-Typ-Zytokine wurde exemplarisch an IL-6,
LIF und CNTF in Mutagenesestudien untersucht [60, 61]. Die Zytokine dieser Su-
perfamilie verfügen über drei Bindungsstellen, genannt site I, II und III, wobei sie
entweder über alle drei sites oder nur über site II und III binden. Site I vermit-
telt hierbei die speziﬁsche Bindung eines α-Rezeptor, während site II die universelle
gp130-Bindungsstelle zu sein scheint. Site III rekrutiert dagegen je nach Ligand den
OSM- oder LIF-Rezeptor oder ein weiteres gp130-Molekül.
1.2.2 Struktur und Aufbau des OSM-Rezeptorkomplexes
Das in dieser Arbeit besprochene mOSM-Rezeptorfusionsprotein setzt sich zusam-
men aus den Zytokinbindungsdomänen des murinen OSM-Rezeptors und der uni-
versellen Untereinheit gp130. Da das Rezeptorfusionsprotein in Analogie zu dem von
Silke Metz et al. entwickelten LIF-RFP [62] aufgebaut werden sollte und OSM zudem
die Fähigkeit besitzt, auch über den Rezeptorkomplex LIFR/gp130 zu signalisieren,
sind in Abbildung 1.3 alle drei Rezeptorketten vergleichend gezeigt.
Abbildung 1.3  Schemadarstellung der Struktur der OSM-Rezeptor-
Untereinheiten
Dargestellt ist die Domänenstruktur der Rezeptoruntereinheiten der OSM-
Rezeptorkomplexe 1 und 2. Dünne Querstriche in der schematischen Darstellung
des LIFR, OSMR und gp130 repräsentieren Cysteinbrücken, dicke Querstriche ein
WSXWS-Motiv, IgD = Immunglobulinähnliche Domäne, CBM = Cytokine Binding
Module, FNIII = Fibronektin-TypIII-ähnliche Domäne, TM = Transmembranregion.
Der intrazelluläre Anteil der Rezeptorketten ist nur rudimentär angedeutet.
Der humane OSM-Rezeptor ist ein 979 Aminosäuren langes Protein und verfügt
über eine 32%ige Homologie in der Aminosäure-Sequenz zum LIF-Rezeptor. Er
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wurde 1996 von Mosley et al. kloniert [24]. Der murine OSM-Rezeptor wurde
1998 bzw. 1999 von Lindberg et al. und Tanaka et al. [63, 57] beschrieben und
ist wiederum zu 55,5% identisch mit dem humanen OSM-Rezeptor. Die Domä-
nenstruktur beider Rezeptoren ist identisch: Beide verfügen über ein Membran-
proximales cytokine binding module und den Anteil eines Membran-distalen cy-
tokine binding module, getrennt durch eine Ig-ähnliche Domäne. Die C-terminale
Domäne des Membran-proximalen CBM sowie die einzelne Domäne des Membran-
distalen CBM beinhalten das für Hämopoetin-Rezeptoren typische WSXWS-Motiv.
Das Membran-proximale WSXWS-Motiv besitzt hier bemerkenswerterweise an der
fünften Stelle einen Threonin- anstelle eines Serin-Restes [63]. Dies ist das einzige
Beispiel eines Aminosäureaustausches in diesem konservierten Motiv; Mutagenese-
studien zeigten jedoch, dass ein Threoninaustausch an dieser Stelle in Hämopoetin-
Rezeptoren funktionell toleriert wird [64]. Die N-terminale Domäne des Membran-
proximalen CBM enthält vier konservierte Cystein-Reste. Ebenfalls zur Familie
der Hämopoetin-Rezeptoren gehörend, besitzen gp130 und der LIF-Rezeptor einen
sehr ähnlichen Aufbau. Der extrazelluläre Anteil von gp130 enthält von Membran-
proximal nach -distal drei FNIII-Domänen, ein CBM mit einem WSXWS-Motiv in
der C-terminalen und vier Cystein-Resten in der N-terminalen Domäne, gefolgt von
der IgG-ähnlichen Domäne, die den N-Terminus enthält. Der LIF-Rezeptor besitzt
N-terminal ein zusätzliches CBM, im Membran-proximalen CBM fehlen jedoch zwei
der vier Cystein-Reste und somit eine Cysteinbrücke.
OSM ist wie LIF ein site-II,III-Zytokin, das bedeutet, es besitzt zur Rezeptorrekru-
tierung nur die Bindungsstellen II und III. In der Maus bildet OSM zusammen mit
gp130 und dem OSM-Rezeptor einen heterotrimeren Rezeptorkomplex aus, wäh-
rend die Formation eines Komplexes mit dem LIF-Rezeptor - wie sie im Menschen
bekannt ist - kontrovers diskutiert wird [28, 29]. Murines OSM bindet sowohl an
gp130 als auch an den OSMR mit niedriger Aﬃnität [57]. Aber erst durch Bin-
dung von OSM an beide Rezeptorkomponenten bildet sich der signaltransduzie-
rende und hoch-aﬃner Rezeptorkomplex aus. Die Signaltransduktion wird hierbei
eingeleitet, indem sich der heterodimere OSM·gp130-Komplex formiert, an den der
OSM-Rezeptor mit hoher Aﬃnität bindet [24]. Darüber, welche Domänen des OSMR
hierbei für die OSM-Bindung essenziell sind, liegen bislang keine Daten vor.
Für humanes OSM im murinen System ergibt sich die Besonderheit der Kreuzreak-
tivität zwischen verschiedenen Spezies. Humanes OSM ist der Lage, an den murinen
LIF-Rezeptor, nicht jedoch an den murinen OSM-Rezeptor zu binden und somit die
biologische Aktivität von murinem LIF zu imitieren [28, 63].
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1.3 Signaltransduktion der IL-6-Typ Zytokine
Die Bindung der IL-6-Typ Zytokine an ihre speziﬁschen Rezeptoren löst eine in-
trazelluläre Signalkaskade aus, welche eine Änderung der Genexpression zur Folge
hat. Die signaltransduzierenden Rezeptoruntereinheiten sind gp130, OSMR, LIFR,
IL-27R und IL-31R während die α-Rezeptoren keine Aufgaben in der Signalweiter-
leitung übernehmen.
Die zytoplasmatischen Anteile der Rezeptorketten beinhalten zwei konservierte Mo-
tive (Box 1 und Box 2), an welche die Janus-Kinasen Jak1, Jak2 und Tyk2 kon-
stitutiv assoziiert sind (am OSMR wurde bisher nur die Bindung von Jak1 und
Jak2 nachgewiesen [65]). Eine intrinsische Aktivität fehlt den Rezeptoren. Nach Li-
gandenbindung gelangen die zytoplasmatischen Rezeptoranteile in räumliche Nähe
zueinander, die Tyrosinkinasen können nun interagieren. Sie aktivieren sich durch
inter- und intramolekulare Tyrosinphosphorylierung zunächst selbst und phosphory-
lieren daraufhin Tyrosinreste im intrazellulären Abschnitt der Rezeptoren. An diese
Phosphotyrosinreste können nun Proteine mit SH2- (src homology 2 ) oder PTB-
Domänen (phosphotyrosine-binding domain) wie der Transkriptionsfaktor STAT3
(signal transducer and activator of transcription 3 ) oder die Tyrosinphosphatase
SHP2 rekrutiert werden [13], die zwei verschiedene Signalkaskadewege initiieren:
Den STAT-Weg und den MAPK-Weg (Abb. 1.4).
1.3.1 JAK/STAT-Weg
Zytokine aus der IL-6-Familie können die Transkriptionsfaktoren aus der STAT-
Familie (v.a. STAT3 und in geringerem Maße auch STAT1 [66], im Falle von OSM
auch STAT5 [67]) aktivieren. Diese docken über ihre SH2-Domänen, die einen kon-
servierten Argininrest enthalten, an die Phosphotyrosinreste der aktivierten Rezep-
toren an und werden von den Jaks an einem konservierten Tyrosinrest ebenfalls
phosphoryliert [68]. Die STAT-Moleküle schließen sich zu Homo- und Heterodime-
ren zusammen, wobei wechselseitig die SH2-Domänen und die Phosphotyrosinreste
miteinander interagieren. Nach ihrer Aktivierung im Zytoplasma werden die STAT-
Moleküle in den Nukleus transloziert, um dort durch Bindung an bestimmte En-
hancer -Regionen die Expression ihrer Zielgene zu verändern [56]. Hierzu gehören
neben Akut-Phase-Genen auch Proteine der SOCS-Familie (suppressor of cytokine
signaling), die als klassische feedback -Inhibitoren wirken.
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Abbildung 1.4  IL-6-induzierte Signalwege
Nach der IL-6-induzierten Homodimerisierung der signaltransduzierenden Rezeptoren
werden auf dem JAK-STAT-Weg STATs durch Janus-Kinasen (JAK) phosphoryliert,
dimerisieren ihrerseits und translozieren in den Zellkern, wo sie die Genexpression mo-
diﬁzieren. Im MAPK-Weg werden über SHP-2 weitere Adapterproteine aktiviert, die
das Signal auf die Ras/Raf/MEK/MAPK-Kaskade übertragen. Dies führt wiederum zu
einer Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und einer Veränderung der Genexpressi-
on. (Modiﬁziert nach [56].)
1.3.2 MAPK-Kaskade
Der zweite Signalweg, der durch die Bindung von IL-6-Typ Zytokinen aktiviert wird,
ist der MAPK-Weg (mitogen activated protein kinase). Dieser wird ausgelöst durch
die Phosphotyrosin-Bindung von SHP2 an gp130 und den LIFR bzw. Shc an den
OSMR [69, 70]. SHP2 und Shc rekrutieren nun den Adapterprotein-Komplex aus
Grb2 (growth factor receptor bound protein 2 ) und SOS (son of sevenless). Als
Guanidinnukleotid-Austausch-Faktor aktiviert SOS Ras (retrovirus associated se-
quence) durch eine Umwandlung von GDP-Ras zu GTP-Ras. GTP-Ras aktiviert
wiederum Raf1 (Ras associated factor 1 ), welcher seinerseits als Serin-Threonin-
Kinase die Aktivierung von MAPKK (mitogen activated protein kinase kinase) be-
wirkt. MAPKK aktiviert nun schließlich die MAPK (mitogen activated protein kina-
se) [71]. Zur MAPK-Familie gehört beispielsweise ERK1/2 (extracellular regulated
kinase 1/2 ), die verschiedene Transkriptionsfaktoren phosphorylieren kann und so-
mit Einﬂuss auf die Expression von Genen nimmt [72].
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1.4 Wege zur Inhibierung von Onkostatin M:
Anti-Zytokin-Therapien
Therapiestrategien gegen dysregulierte Zytokine und ihre Auswirkungen können
durch speziﬁsche Inhibitoren auf verschiedenen Ebenen gezielt ansetzen. Hierzu zäh-
len neben der Inhibition der Zytokine selbst die Interaktion mit ihren Oberﬂächenre-
zeptoren, der ausgelösten Signalkaskade oder der Proteinsynthese. Intrazellulär gele-
gene Zielproteine setzen voraus, dass der Inhibitor in der Lage ist, die Plasmamem-
bran zu überwinden. Darüber hinaus verwendet eine große Anzahl von Zytokinen
eine limitierte Auswahl intrazellulärer Signalkaskaden in den verschiedenen Zellty-
pen. Therapieansätze, die auf dieser Ebene angreifen, wie zum Beispiel siRNA und
dominant-negative Proteine, bringen demzufolge nicht absehbare Nebenwirkungen
mit sich. Das Ziel der targeted therapy von Zytokineﬀekten ist es somit, den patho-
logisch veränderten Signalweg möglichst früh zu unterbinden und hochspeziﬁsch an
einem deﬁnierten Zielprotein anzusetzen.
1.4.1 Anti-Zytokin-Therapien
Ist eine Krankheit auf eine deﬁnierte Fehlregulation von Zytokinen zurückzuführen,
so bietet die entsprechende Zytokin-Rezeptor-Interaktion einen vielversprechenden
Angriﬀspunkt für die Therapie. Insbesondere in chronischen Entzündungen wurden
erhöhte Serumkonzentrationen pro-inﬂammatorischer Zytokine wie IL-1, IL-6 und
TNF-α nachgewiesen. Da die Zytokine vermehrt im krankhaften Gewebe produziert
werden und wirken, ist die Therapie auf dieser Ebene mit weniger Nebenwirkungen
behaftet und darüber hinaus trotz einer gewissen Redundanz der Zytokin-Rezeptor-
Interaktion speziﬁscher als ein Eingriﬀ in die intrazelluläre Signalkaskade. Darüber
hinaus ist der Wirkungsort auf der Zelloberﬂäche für ein breites Spektrum verschie-
dener Therapeutika zugänglich. Generell kommen in der der Anti-Zytokin-Therapie
verschiedene Strategien zum Einsatz:
• niedermolekulare Inhibitoren
• neutralisierende Antikörper, die Zytokin-Rezeptor-Interaktionen behindern
(bereits im klinischen Einsatz: Inﬂiximab (monoklonaler TNF-α-Antikörper)
und Toxilizumab (monoklonaler IL-6-Rezeptor-Antikörper)
• Muteine - mutierte Zytokine, die als Rezeptorantagonisten wirken
• lösliche Zytokinrezeptoren
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Erst kürzlich wurde der niedermolekulare JAK-Inhibitor CP690,550 vorgestellt, der
das OSM-induzierte JAK/STAT-signaling in Synoviozyten bei rheumatoider Arthri-
tis unterdrückt [73].
Die auch physiologisch vorkommenden löslichen Rezeptorfragmente von Oberﬂä-
chenrezeptoren haben eine modulatorische Wirkung auf die Zytokin-induzierte Si-
gnaltransduktion. Während der durch shedding oder alternative splicing entstehende
lösliche (soluble) IL-6-Rezeptor (sIL-6Rα) im Komplex mit IL-6 trans-signaling über
das ubiquitär exprimierte, membranständige gp130 ermöglicht, ist lösliches gp130 in
der Lage, diesen sIL-6Rα-/IL-6-Komplex zu neutralisieren [13]. Löslicher OSMR
wurde in gesunden Probanden ebenso wie in Patienten, die an multiplem Mye-
lom litten, nachgewiesen. Die durchschnittliche sOSMR-Konzentration im Serum
der Myelom-Patienten betrug rund das vierfache der Konzentration in Seren gesun-
der Individuen (288 ng/ml vs. 77 ng/ml). Für die zirkulierende Form des OSMR
wird eine modulierende Funktion in pathologischen Situationen angenommen [74].
Auch für TNF-α sind lösliche Rezeptorfragmente, die die extrazellulären, zytokin-
bindenden Domänen enthalten, bekannt. Für sie wird ebenfalls eine regulatorische
Funktion angenommen. Hierauf basierend wurde ein rekombinantes, homodimeres
Fc-Fusionsprotein aus zwei TNF-α-Rezeptorketten (p75) hergestellt [75], das zu einer
signiﬁkanten Reduktion der Krankheitsaktivität in Patienten mit rheumatoider Ar-
thritis führt [76]. Es beﬁndet sich unter dem Namen Etanercept bereits im klinischen
Einsatz und wird erfolgreich in der Therapie rheumatischer Erkrankungen und der
Psoriasis eingesetzt. Wie auch die neutralisierenden Antikörper und Muteine gehört
es zu den sogenannten Biologicals, rekombinante Proteine, die als vielversprechende
Therapieoptionen bei Versagen der herkömmlichen Therapie zum Einsatz kommen.
1.4.2 Fusionierte Rezeptordomänen als Inhibitoren von
IL-6-Typ-Zytokinen
Gegenüber zellständigen Rezeptoren verfügen fusionierten Rezeptordomänen über
eine sehr viel höhere Aﬃnität zu ihrem Zytokin. Nach Bindung der ersten Rezeptor-
untereinheit gelangt im Falle der zellständigen Rezeptoren die zweite Rezeptorunter-
einheit durch Diﬀusion in die Nähe des präformierten Rezeptor-Zytokin-Komplexes.
Kleinere räumliche Distanzen müssen von der Bindungsenergie des Zytokins über-
brückt werden. Bis zur Bindung des zweiten Rezeptors besteht die Möglichkeit, dass
der Komplex aus Zytokin und erster Rezeptoruntereinheit dissoziiert, ohne dass
es zu einer Signalweitergabe an die Zelle gekommen ist. Im Gegensatz hierzu be-
ﬁnden sich bei kovalent miteinander verbundenen Rezeptoruntereinheiten diese in
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ausreichender Nähe zueinander, um eine direkte und hochaﬃne Interaktion beider
Rezeptorketten mit dem Zytokin zu ermöglichen.
1.4.2.1 cytokine traps
Ähnlich dem homodimeren Fc-Fusionsprotein Etanercept stellten Economides et al.
2003 eine sogenannte cytokine trap für IL-6 her, bestehend aus den extrazellulären
Domänen von gp130 und IL-6Rα, die sie jeweils mit dem konstanten Teil des IgG
(Fc-Region) fusionierten und über diese mittels Disulﬁdbrücken kovalent dimerisier-
ten [77]. Problematisch bei diesem aus zwei Genen bestehenden Konstrukt ist die
zufallsgemäße Ausprägung der gewünschten IL6RαFc:gp130Fc-Anordnung. Die
Co-Transfektion der Expressionsplasmide, die für IL-6RαFc und gp130-Fc kodieren,
liefert in 50 % der Fälle unerwünschte Homodimere aus IL-6Rα-Fc und gp130-Fc.
Dies bedeutet eine Verschwendung der Protein-Synthesekapazität der Zelle und
zieht eine aufwändige Aufreinigung der Heterodimere nach sich. Als Inhibitoren der
zweiten Generation wurden daher von der Gruppe inline-Fusionsproteine entwickelt,
in denen beide Rezeptoranteile unmittelbar hintereinander fusioniert waren. Zwei
solcher inline-Konstrukte wurden wiederum über die Fc-Region des humanen IgG1
dimerisiert. Trotz fehlen einer ﬂexiblen linker -Region zwischen den Rezeptoranteilen
stellten diese neuartigen cytokine traps potente Zytokin-Inhibitoren dar.
1.4.2.2 Rezeptorfusionsproteine
Alternativ zu den cytokine traps wurden Rezeptorfusionsproteine (RFP) konstruiert,
in denen anstelle des gesamten extrazellulären Rezeptoranteils nur die bei der Zyto-
kinbindung involvierten Domänen der Rezeptoruntereinheiten über einen ﬂexiblen
Oligopeptid-linker, dessen Größe zwischen 33 und 49 Aminosäuren lag, miteinander
verbunden wurden. Dieser linker ermöglicht es den Rezeptorfragmenten, sich frei
in die für die Zytokinbindung erforderliche räumliche Anordnung zu begeben. Als
erstes einer ganzen Reihe von Rezeptorfusionsproteinen als Inhibitoren für IL-6-Typ
Zytokine entwickelten Ancey et al. 2003 das humane IL-6-Rezeptorfusionsprotein.
hIL-6-RFP besteht aus Domäne 1-3 der gemeinsamen Rezeptoruntereinheit gp130
und Domänen 2-3 des IL-6Rα. Als potenter und speziﬁscher IL-6-Inhibitor ist
es in der Lage, die IL-6-induzierte STAT3-Phosphorylierung, die Induktion von
IL-6-Zielgenen und das IL-6-abhängige Wachstum von B9-Zellen zu unterbinden. Es
übt keine inhibitorische Aktivität auf andere Mitglieder der IL-6-Familie wie IL-11,
LIF oder OSM aus [78]. Analog dem hexameren IL-6-Rezeptorkomplex besteht der
inhibitorische IL-6-RFP-Komplex aus je zwei Molekülen Inhibitor und IL-6 [79].
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Abbildung 1.5  Schematische Darstellung der Struktur der murinen Re-
zeptorfusionsproteine
Dargestellt ist die Domänenstruktur der bereits etablierten murinen Rezeptorfusions-
proteine mLIF-RFP und mIL-6-RFP neben den vollständigen Rezeptorketten. Dünne
Querstriche in der schematischen Darstellung des mIL-6Rα, gp130 und LIFR reprä-
sentieren Cysteinbrücken, dicke Querstriche ein WSXWS-Motiv, IgD = Immunglo-
bulinähnliche Domäne, CBM = Cytokine Binding Module, FNIII = Fibronektin-
TypIII-ähnliche Domäne, TM = Transmembranregion, ZP = zytoplasmatische Region,
Sig.Pep. = Signalpeptid des murinen LIFR, PPT = Signalpeptid des Präprotrypsin,
FLAG = tag des mLIF-RFP, V5-his = tags des mIL-6-RFP. Der intrazelluläre Anteil
der Rezeptorketten ist nur rudimentär angedeutet.
Auch andere Arbeitsgruppen entwickelten Inhibitoren, die aus fusionierten Rezep-
toruntereinheiten aufgebaut waren. Diveu et al. entwickelten 2006 einen Inhibitor
für humanes OSM, der aus den ersten 428 Aminosäuren des löslichen hOSMR,
fusioniert mit 51 Aminosäuren des hgp130 (AS 767-817) aufgebaut war [74]. Erst
kürzlich wurde ein Rezeptorfusionsprotein für die Inhibition von humanem IL-31
vorgestellt. Dieses wurde in Analogie zum mLIF-RFP [62] konstruiert und enthält
Domänen 1-4 des hOSMR und Domäne 1 und 2 des IL-31-speziﬁschen hIL-31R [80].
Inhibitoren für murine Zytokine sind wertvolle Werkzeuge für die Erforschung von
Zytokinfunktionen in vitro und in vivo in geeigneten Mausmodellen chronischer
Erkrankungen. Einem parallel zum humanen IL-6-RFP aufgebauten Inhibitor für
murines IL-6 musste überraschenderweise die erste Domäne des IL-6Rα hinzuge-
fügt werden, um ein funktionsfähiges Protein zu erhalten (Abb. 1.5). Hierbei wird
angenommen, dass diese zusätzliche Domäne keine direkte Rolle in der Liganden-
bindung spielt, sondern vielmehr für die korrekte Konformation der Rezeptorkette
wichtig ist [81]. Anders als IL-6, das als site-I/II/III -Zytokin durch seinen spe-
ziﬁschen α-Rezeptor und ein Homodimer aus gp130 signalisiert, besteht der Re-
zeptorkomplex der site-II/III -Zytokine, wie LIF und OSM, aus gp130 und einem
signaltransduzierenden β-Rezeptor und liegt somit in einer trimeren Stöchiometrie
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vor. Für einen funktionellen Inhibitor für mLIF wurden Domänen 1-5 des murinen
LIFR mit Domänen 2 und 3 des mgp130 fusioniert. Wie bereits im Falle des mIL-6-
RFP beschrieben, dienten auch hier die Domänen 1,2, und 5 des LIFR lediglich der
Stabilisierung der ligandenbindenden Domänen 3 und 4. mLIF-RFP ist ein poten-
ter und hochspeziﬁscher Hemmer für mLIF [62]. Die Entwicklung eines analog zum
mLIF-RFP aufgebauten Rezeptorfusionsproteins für das strukturell nah verwandte
mOSM ist Gegenstand dieser Arbeit.
1.5 Adenovirale Expressionssysteme in der funktionellen und
therapeutischen Proteinexpression
Die Rezeptorfusionsproteine haben als Biologicals großes Potenzial, bei einem Ein-
satz in vivo für Betroﬀene chronischer Entzündungen eine wirkungsvolle Therapie-
option darzustellen. Für die orale oder intravenöse Applikation müssen die rekombi-
nanten Proteine in größeren Mengen hergestellt und einer Weise aufgereinigt werden,
die wiederum keine substanzbedingten Entzündungsreaktionen hervorruft. Darüber
hinaus kann die systemische Anwendung eines Zytokin-Inhibitors aufgrund der or-
ganübergreifenden Funktion der Zytokine vermehrt zu Nebenwirkungen führen. Ein
alternativer Ansatz ist es, den Organismus selbst und möglichst gewebespeziﬁsch am
Ort der Entzündung das rekombinante Protein herstellen zu lassen. Für den Gen-
transfer im Tierversuch sind verschiedene Mechanismen etabliert. Neben transgenen
Tieren können Mäuse über eine Hochdruck-Schwanzveneninjektion mit einem Ex-
pressionsplasmid transﬁziert werden oder die DNS mittels Elektroporation in Mus-
kelzellen eingeschleust werden. Des Weiteren stellt der Einsatz viraler Vektoren eine
bewährte Methode für den Gentransfer in Organismen und Zellkulturlinien dar, die
gegenüber den herkömmlichen Transfektionsverfahren refraktär sind.
Viren besitzen die biologische Eigenschaft, ihr Genom in Wirtszellen einzuschleusen
und sind daher für den Einsatz in der Genanalyse und Gentherapie sehr gut geeig-
net. Generell kommen folgende Virustypen zur Anwendung: Retroviren, Lentiviren,
Adeno-assoziierte Viren (AAV) und Adenoviren. Insbesondere Letztere stellen eine
wichtige Gruppe für den Einsatz in Gentherapie und Grundlagenforschung dar. Ins-
gesamt 42 adenovirale Serotypen sind als infektiös für den Menschen bekannt. Sie
besitzen einen natürlichen Tropismus zum Epithel der oberen Atemwege, des Gastro-
intestinaltrakts und zur Hornhaut des Auges [82]. Als adenoviraler Vektor kommt
üblicherweise der Serotyp 5 zum Einsatz, in dem durch eine Deletion der E1A- und
E1B-Region ein replikationsdeﬁzienter Virusstamm erzeugt wurde. Die E3-Region
kodiert für Proteine, die für die Umgehung der Immunantwort des Wirtsorganismus
1 Einleitung 19
wichtig sind. Auch sie kann herausgeschnitten werden um die Aufnahmekapazität
auf 7,5 kb fremder DNS zu erhöhen [83]. Zur Kontrolle der einklonierten, therapeu-
tischen Gene können verschiedene Promotoren vorgeschaltet werden. Meist kommt
hier der Promotor des Cytomegalievirus (CMV) zum Einsatz, der im humanen Sys-
tem zu hohen Genexpressionsraten führt.
Adenoviren haben einige vorteilhafte Eigenschaften, die man sich bei ihrem Einsatz
im Gentransfer zunutze macht. Sie können eine große Spanne verschiedener Zelltypen
Zellzyklus-unabhängig inﬁzieren und relativ einfach in hohen Titern aufgereinigt
werden. Darüber hinaus integrieren sie ihr Genom nicht in das Wirtsgenom sondern
verbleiben extrachromosomal [84].
1.5.1 Morphologie, Infektionsmechanismus und adenoviraler
Replikationszyklus
Adenoviren sind doppelsträngige, lineare und nicht behüllte DNS-Viren mit einem
Durchmesser von 80-110 nm und von ikosahedrischer Symmetrie (Abbildung 1.6
zeigt die schematisch dargestellte Struktur eines humanes Adenovirus). Die DNS
hat eine Länge von rund 30 kb und ist durch Histon-ähnliche Proteine organisiert.
Die Infektion der Wirtszelle erfolgt in einem zweischrittigen Mechanismus. Die Ad-
sorption des Adenovirus an die Wirtszelle erfolgt zunächst über die Knob-Domäne
des Fiberproteins der Virushülle. Der Coxsackie/Adenovirus-Rezeptor (CAR) ist der
Hauptrezeptor des humanen Ad5-Serotyps und ist identisch mit dem Rezeptor für
das Coxsackie-B-Virus [85]. Hierauf folgen nun die Interaktion der Pentonbasen, ei-
nem weiteren Protein des Viruskapsids, mit αv-Integrinen der Zelloberﬂäche und die
Internalisierung des Virus über Endozytose [86]. Der niedrige pH-Wert im Endosom
ruft eine Konformationsänderung der Kapsidproteine hervor, welche die Membran
des endosomalen Vesikels für das Virus penetrierbar macht [87]. Hat das Virus das
Zytoplasma der Zelle erreicht, lagert es sich an den nukleären Porenkomplex der Zel-
le an; die DNS wird in den Nukleus entlassen und der adenovirale Replikationszyklus
beginnt.
Die Gene werden von beiden DNS-Strängen abgelesen, wobei die Transkription in
eine frühe und späte Phase unterteilt wird, die vor oder nach der DNS-Replikation
erfolgt. Die früh transkribierten Regionen sind E1A (immediate early gene) und
E1B, deren Genprodukte in die Virusreplikation involviert sind, sowie E2, E3 und
E4 (early gene). Die Genprodukte der frühen Phase stellen die Maschinerie der vira-
len DNS-Replikation bereit und modulieren die Immunantwort und Proteinsynthese
der inﬁzierten Zellen [88]. Das Genprodukt des E1A-Gens wirkt transaktivierend
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Abbildung 1.6  Schematische Darstellung der Struktur eines humanen
Adenovirus (entnommen aus [85])
auf die Expression der anderen frühen viralen Gene [89]. Die Initiation der DNS-
Replikation geschieht durch die Genprodukte der viralen E2- und E4-Gene, worauf
die Transkription der späten Regionen L1-L5 (intermediate und late genes) folgt,
welche für strukturelle Virusproteine kodieren [90]. Die Hexon-, Pentonbasen- und
Fiberknob-Proteine sind hierbei für den Gentransfer relevante Bestandteile des Vi-
ruskapsids. Die neuen Viruspartikel werden im Nukleus aus Hüllenproteinen und
DNS zusammengesetzt. Die Initiation der Zelllyse und die Entlassung der Virionen
aus der Wirtszelle schließen die adenovirale Replikation ab.
Für die Produktion der replikationsdeﬁzienten Adenoviren werden HEK293A-Zellen
eingesezt. Diese kontinuierlich wachsende Zelllinie humaner embryonaler Nierenzel-
len wurde mit gescherter DNS des adenoviralen Serotypen 5 transformiert und ent-
hält daher die viralen Gene E1A und E1B, welche die Deletion der rekombinanten
Viren komplementieren [91, 82].
1.5.2 Adenovirale Vektorsysteme
Das große Spektrum von Zelltypen, die Adenoviren inﬁzieren können, ermöglicht ihre
in vivo-Anwendung in vielerlei gentherapeutischen Einsatzgebieten [92, 93]. Dieses
infektiöse Potenzial limitiert jedoch den klinischem Einsatz adenoviraler Vektoren,
da eine Infektion von gesundem Gewebe nicht vermieden werden kann. Als Ne-
benwirkung kann so eine mitunter ausgeprägte Entzündungsreaktion hervorgerufen
werden. Darüber hinaus wird bei der intravenösen - und somit systemischen - Appli-
kation ein großer Anteil der zirkulierenden Viren durch den hohen ﬁrst-pass-Eﬀekt
in die Hepatozyten aufgenommen und dort eliminiert. Das Erreichen des therapeuti-
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schen Virustiters im Zielgewebe wird somit erschwert. Weiterhin kann eine Infektion
der Hepatozyten durch die Adenoviren eine Hepatitis induzieren, deren Schweregrad
mit der Konzentration der applizierten Viren korreliert [94]. Aus diesem Grund wird
die lokale Injektion favorisiert, um das normale Gewebe zu schonen und einen aus-
reichenden Titer sicherzustellen.
In den vergangenen Jahren wurden die adenoviralen Vektorsysteme zunehmend op-
timiert. Bei dem oben beschriebene Ad5-Vektor, der durch die E1/E3-Deletion über
eine Insertkapazität von ca. 8 kb verfügt, handelt es sich um ein Virus der ersten Ge-
neration. Die zweite Generation besitzt im Vergleich weitere Deletionen und somit
eine höhere Kapazität für Fremd-DNS [95] und zeigte eine verbesserte Infektiösität
in der antitumoralen Therapie [96]. Bei den sogenannten gutless Vektoren wurden al-
le viralen Gene deletiert; sie zeichnen sich durch eine stark reduzierte Immunantwort
bei gleicher Transduktionseﬃzenz aus [97]. Obwohl in präklinischen Untersuchungen
mit replikationsdeﬁzienten Adenoviren gute Erfolge erzielt wurden, zeigen sie im kli-
nischen Einsatz nur mäßige Erfolge und eignen sich eher als ergänzende Maßnahme
zur konventionellen Therapie. Durch die Entwicklung replikationskompetenter Vi-
ren können nun therapeutisch relevante Transduktionsraten erzielt werden. Die so-
genannten onkolytischen Viren oder konditional replikativen Adenoviren (CRAds)
replizieren nur im Zielgewebe und erzielen so deutlich höhere Transduktionsraten
als replikationsdeﬁziente Viren [98]. Sie kommen neben gewebe- und krebsspeziﬁ-
schen Promotorsystemen in Studien zur gentherapeutischen Behandlung maligner
Tumoren zum Einsatz [99].
1.5.3 Gentherapie und Anti-Zytokin-Therapie
Unter Gentherapie versteht man im Allgemeinen das Einfügen von Nukleinsäuren
wie DNS oder RNS in die Körperzellen eines Individuums mit therapeutischem Nut-
zen für den Organismus [100]. In der Regel wird ein intaktes Gen in das Genom der
Zielzelle eingeschleust, um ein defektes Gen zu ersetzen, welches für die Entstehung
einer Erkrankung ursächlich ist. Das Einfügen der DNS kann ex vivo in entnommene
und später reimplantierte Zellen des Organismus oder in vivo direkt im Körper erfol-
gen. Neben verschiedenen Transfektionsmechanismen wie der Injektion nackter DNS,
Elektroporation und Mikroinjektion stellt die oben beschriebene Transduktion über
virale Vektoren die häuﬁgste Methode der Fremd-DNS-Übertragung dar. Je nach
Art der verwendeten Technik wird die eingebrachte DNS in das Genom integriert
oder verbleibt lediglich vorübergehend extrachromosomal. Dementsprechend ist der
therapeutische Eﬀekt dauerhaft oder zeitlich beschränkt. Das dauerhafte Einfügen
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einer intakten Kopie eines Gens hat jedoch nur bei monogenetischen Erkrankungen
wie zystischer Fibrose, Hämophilie und Muskeldystrophie eine Aussicht auf Erfolg
[101, 102, 103].
Der Einsatz der Gentherapie in der Anti-Zytokin-Therapie beruht dagegen nicht auf
der Idee, eine defekte Genkopie durch eine intakte Kopie zu ersetzen. Vielmehr wäre
es denkbar, im Sinne einer aktiven Anti-Zytokintherapie DNS, die für Zytokininhibi-
toren wie die Rezeptorfusionsproteine kodiert, in das Zielgewebe einzuschleusen und
so den Organismus das Therapeutikum selbst herstellen zu lassen. Gegenüber der
passiven Anti-Zytokin-Therapie, welche die Applikation rekombinant hergestellter
Proteine vorsieht, können hier Produktionskosten vermindert und für den Patien-
ten belastende Infusionen vermieden werden [104]. Gewebespeziﬁsche Promotoren
ermöglichen die speziﬁsche Synthese des Proteins im Zielgewebe und reduzieren sys-
temische Nebenwirkungen.
1.6 Ziel dieser Arbeit
1.6.1 Klonierung und Expression der mOSM-RFPs
Analog zu dem von Metz et al. entwickelten mLIF-RFP [62] sollte ein Inhibitor für
murines OSM hergestellt werden, der die ligandenbindenden Domänen beider Rezep-
toruntereinheiten (mOSMR und mgp130) beinhaltet. Die Relevanz der Reihenfolge,
in der die Rezeptorfragmente angeordnet sind, war bislang nicht untersucht worden.
Ein Teilaspekt der Arbeit bestand daher in der Anfertigung inverser Konstrukte,
in denen der mgp130-Anteil dem mOSMR-Fragment vorangestellt war. Weiterhin
war im Vergleich zwischen dem mIL-6-RFP und dem mLIF-RFP die deutlich hö-
here Expressionsrate des mIL-6-RFP aufgefallen. Dieses Konstrukt beginnt mit der
ersten Domäne des mgp130, welche dem mLIF-RFP fehlt. Es ergaben sich so vier
Konstrukte, die parallel zu klonieren und auf ihre Expressionsrate und Funktion als
mOSM-Inhibitor zu untersuchen waren:
• mOSM-RFP1: in strenger Analogie zum mLIF-RFP aufgebaut
• mOSM-RFP2: enthält zusätzlich D1 von mgp130
• mOSM-RFP3: entspricht mOSM-RFP1 mit inverser Reihenfolge der Rezep-
torfragmente
• mOSM-RFP4: entspricht mOSM-RFP2 mit inverser Reihenfolge der Rezep-
torfragmente
1 Einleitung 23
Die zwei Untereinheiten des TNF-α-Rezeptorfusionsprotein Etanercept und auch
die cytokine traps werden durch die Fusionierung mit dem konstanten Teil eines
IgG-Antikörpers dimerisiert. Über das Anfügen eines solchen Fc-tags lassen sich Ex-
pressionslevel und Plasmahalbwertszeit eines Proteins positiv beeinﬂussen. Weiter-
hin können Fc-Fusionsproteine relativ einfach über eine Aﬃnitätschromatograﬁe mit
immobilisiertem Protein-A oder Protein-G aufgereinigt werden. Insbesondere hin-
sichtlich eines möglichen Einsatzes im Mausmodell ist die Beeinﬂussung der Pharma-
kokinetik und der Fc-vermittelten Zytotoxizität (ADCC (antibody-dependent cellular
cytotoxicity) und CDC (complement dependent cytotoxicity)) interessant. Dies wird
durch gentechnisch manipulierte Fc-tags ermöglicht. Als weiterer Bestandteil dieser
Arbeit sollte daher der FLAG R©-tag von mOSM-RFP1 und 2 durch einen murinen
Fc-tag ausgetauscht und die Fc-Fusionsproteine zunächst in der Zellkultur auf ihre
Expressions- und Zytokinbindungseigenschaften untersucht werden.
Alle Konstrukte sollten für die grundlegende Charakterisierung zunächst transient
in humanen Zellen exprimiert werden und nachfolgend in stabile Expressionssysteme
überführt werden.
1.6.2 Charakterisierung der mOSM-RFPs
In der sich anschließenden Charakterisierung sollte zunächst das potenteste der vier
Konstrukte eruiert werden. Dies fand unter folgenden Gesichtspunkten statt:
• Vergleich der Expressionsrate auf dem Western Blot
• Potenz in der Inhibierung der mOSM-induzierten STAT3-Phosphorylierung
• Untersuchung einer möglichen Kreuzreaktivität zu anderen murinen oder hu-
manen Zytokinen der IL-6-Familie
Das Konstrukt, welches als das Wirkungsvollste ermittelt wurde, sollte nachfolgend
näher charakterisiert werden:
• Quantiﬁzierung des Fusionsproteingehalts auf dem Western Blot
• Inhibition der mOSM-induzierten SOCS3-Expression in der rt-PCR
• Vergleich des mOSM-RFPs mit einem neutralisierenden mOSM-Antikörper
Im Verlauf der Arbeit zeigte sich die Neigung der inversen Konstrukte, als präfor-
mierte Dimere aufzutreten. Aus diesem Anlass wurden weiterhin auch die Analyse
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der Stöchiometrie der vier Zytokin-RFP-Komplexe in die Aufgabenstellung dieser
Arbeit aufgenommen.
1.6.3 Entwicklung eines viralen Expressionssystems für die murinen
Rezeptorfusionsproteine
Nach hinreichender Charakterisierung der drei murinen Rezeptorfusionsproteine für
IL-6, LIF und OSM in der Zellkultur ist der Einsatz in Mausmodellen chronischer
Entzündungen ein weiteres Etappenziel. Da die Herstellung und Aufreinigung in ad-
äquaten Mengen für die Behandlung der Tiere von außen schwer zu bewerkstelligen
ist, kommt als alternativer Ansatz der Gentransfer mit Hilfe adenoviraler Vektoren
in Betracht. Die lokale Injektion infektionsfähiger, aber selbst replikationsunfähiger
Viren ermöglicht die Synthese der Fusionsproteine durch den Organismus selbst und
umgeht so die aufwendige Produktion rekombinanter Proteine.
Die für die Fusionsproteine kodierende DNS sollte in den adenoviralen Transfervek-
tor des AdEasyTM-Systems (Agilent Technologies, USA) einkloniert werden. In Zu-
sammenarbeit mit dem Institut für Klinische Chemie und Pathobiochemie, RWTH
Aachen, sollten durch homologe Rekombination mit dem adenoviralen Genom und
Transfektion von HEK293-Zellen Viren hergestellt und aufgereinigt werden. Diese
sollten zunächst in der Zellkultur auf ihre Funktionsfähigkeit überprüft werden um
für spätere in vivo-Experimente zur Verfügung zu stehen.
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2 Material und Methoden
Material und Methoden sind nach Standardprotokollen des Instituts für Bioche-
mie und Molekularbiologie, RWTH Aachen, verfasst und entsprechend individueller
experimenteller Änderungen modiﬁziert.
2.1 Chemikalien, Enzyme, Lösungen
Die verwendeten Chemikalien waren in der Regel von pro analysi Qualität. Die Be-
zugsquellen der Antikörper, Enzyme, Plasmide, rekombinanten Proteine, Reaktions-
kits und anderer Verbrauchsmaterialien werden in den jeweiligen Kapiteln erwähnt.
Wässrige Lösungen wurden mit doppelt destilliertem Wasser angesetzt.
2.2 Zytokine und lösliche Rezeptoren
mOSM Murines OSM wurde von der Firma R&D (Minneapolis, USA) bezo-
gen.
mLIF Muriner LIF (ESGRO R©) wurde von der Firma Chemicon (Temekula,
USA) bezogen.
mIL-6 Murines IL-6 wurde von der Firma R&D (Minneapolis, USA) bezo-
gen.
mIL-6Rα Löslicher, muriner IL-6Rα (mgp 80) wurde von der Firma R&D (Min-
neapolis, USA) bezogen.
hOSM Humanes OSM wurde von der Firma Peproteq (Rocky Hill, USA)
bezogen.
hLIF Humaner LIF wurde von der Firma Chemicon (Temekula, USA) be-
zogen.
hIL-6 Rekombinantes, humanes IL-6 wurde nach der Methode von Arcone
et al. [105] von A. Küster und B. Mütze (Institut für Biochemie,
RWTH Aachen) hergestellt. Die speziﬁsche Aktivität betrug 2x106
BSF2 (B-Cell stimulatory factor-2) U/mg Protein.
hIL-6Rα Löslicher, humaner IL-6Ra wurde von A. Küster und M. Kauﬀmann
(Institut für Biochemie, RWTH Aachen) mittels des Baculovirus-
Expressionssystem nach der Methode von Weiergräber hergestellt
[106].
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2.3 Antikörper
Anti-FLAG R© monoklonaler Maus-AK, gerichtet gegen das
FLAG R©-Epitop (SIGMA-Aldrich, Taufkirchen)
Anti-STAT3(p)Y705 polyklonaler Kaninchen-AK, gerichtet gegen das
phosphorylierte Tyrosin 705 von STAT3 (Cell Signa-
ling, Danvers, USA)
Anti-STAT3 monoklonaler Maus-AK, gerichet gegen unphospho-
ryliertes STAT3 (BD Transduction Laboratories, San
Jose, USA)
Anti-GAPDH polyklonaler Maus-AK, gerichet gegen GAPDH
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA)
Anti-mOSM polyklonaler Ziegen-AK, gerichtet gegen murines On-
kostatin M (R&D Systems, Minneapolis, USA)
Anti-hgp130 monoklonaler Maus-Ak, gerichtet gegen die erste Do-
mäne des humanen gp130 (freundlicherweise von Dr.
J. Wijdenes (Diaclone, Besançon, F) zur Verfügung
gestellt)
Ziege-Anti-Kaninchen-HRP polyklonaler Ziegen-AK, gerichtet gegen konstante
Anteile vom Kaninchen- IgG, konjugiert mit Meer-
rettichperoxidase (DAKO, Glostrup, DK)
Ziege-Anti-Maus-HRP polyklonaler Ziegen-AK, gerichtet gegen konstante
Anteile vom Maus-IgG, konjugiert mit Meerrettich-
peroxidase (DAKO, Glostrup, DK)
Kaninchen-Anti-Ziege-HRP polyklonaler Kaninchen-AK, gerichtet gegen kon-
stante Anteile vom Ziegen-IgG, konjugiert mit
Meerrettich-Peroxidase (DAKO, Glostrup, DK)
Esel-Anti-Maus-Cy2 polyklonaler Esel-Ak, gerichtet gegen die konstanten
Anteile des Maus-IgG, konjugiert mit dem Fluoro-
chrom Cy2 (Jackson Immunolab, West Grove, USA)
Esel-Anti-Ziege-Cy3 polyklonaler Esel-Ak, gerichtet gegen die konstanten
Anteile des Ziegen- IgG, konjugiert mit dem Fluoro-
chrom Cy3 (Jackson Immunolab, West Grove, USA)
Maus-IgG-Kontrolle polyklonaler Maus-Kontroll-AK ohne Speziﬁtät (Im-
munotools, Friesoythe)
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2.4 DNS
2.4.1 Plasmide und Vektoren
pcDNA5/FRT/TOspez Eukaryotischer Expressionsvektor,
Tetracyclin reguliert, hybrider
CMV/TetO2-Promoter, Ampicillin-
Resistenz, Hygromycin B-Resistenz
bei stabiler Integration in FRT-
Sequenz (Invitrogen). Multiple
cloning site (MCS) modiﬁziert von
H. Schmitz- Van-de-Leur (Institut
für Biochemie, RWTH Aachen)
pcDNA5/FRT/TOspez-mOSM-RFP Expressionsvektor, der die cDNS für
das murine OSM-RFP1 enthält
pcDNA5/FRT/TOspez-mOSM-RFP+D1 Expressionsvektor, der die cDNS für
das murine OSM-RFP2 mit D1 des
mgp130 enthält
pcDNA5/FRT/TOspez-imOSM-RFP Expressionsvektor, der die cDNS für
das inverse murine OSM-RFP3 ent-
hält
pcDNA5/FRT/TOspez-imOSMRFP+D1 Expressionsvektor, der die cDNS für
das inverse murine OSM-RFP4 mit
D1 des mgp130 enthält
pFUSE-mIgG2Ae1-Fc1 enthält die cDNS für einen modi-
ﬁzierten murinen Fc-tag der Klasse
IgG2A (Invivogen)
pcDNA5/FRT/TOspez-mOSMRFP-Fc Expressionsvektor, der die cDNS für
das murine OSM-RFP1 mit muri-
nem Fc-tag enthält
pcDNA5/FRT/TOspez-mOSMRFP+D1-Fc Expressionsvektor, der die cDNS für
das murine OSM-RFP2 mit muri-
nem Fc-tag enthält
pcDNA5/FRT/TOspez-DSI-3.0-Fc Expressionsvektor, der die cDNS für
das DSI-3.0 mit murinem Fc-tag
enthält
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pOG44 enthält cDNS für die Flp-
Rekombinase, konstitutiv akti-
ver CMV-Promotor (Invitrogen,
Carlsbad, USA)
pcDNA3.1(-) Eukaryotischer Expressionsvektor,
der als Kontrolle bei der Trans-
fektion der mOSM-RFPs verwendet
wurde (Invitrogen, Carlsbad, USA)
pShuttle-CMV adenoviraler Transfervektor des
AdEasy-Systems, konstitutiv-
aktiver CMV-Promotor (Agilent
Technologies, CA, USA)
pShuttle-CMV-mIL-6-RFP adenoviraler Transfervektor des
AdEasy-Systems, der für mIL-6-
RFP unter Kontrolle des konstitutiv
aktiven CMV-Promotors kodiert
pShuttle-CMV-mLIF-RFP adenoviraler Transfervektor des
AdEasy-Systems, der für mLIF-
RFP unter Kontrolle des konstitutiv
aktiven CMV-Promotors kodiert
pShuttle-CMV-mOSM-RFP adenoviraler Transfervektor des
AdEasy-Systems, der für mOSM-
RFP1 unter Kontrolle des kon-
stitutiv aktiven CMV-Promotors
kodiert
PCR 2.1-TOPO Vektor des TOPO TA Cloning-Kits
(Invitrogen, Carlsbad, USA)
2.4.2 Oligonukleotide
Oligonukleotide für Klonierungen und Sequenzierungen wurden über MWG Euroﬁns
(Ebersberg) bezogen.
XbaI -kosac_s 5'-ATC GAT TCT AGA GCC ACC ATG TCT GCA
CTT-3'
XmaI -mOSMR_as 5'-ACT TCC CCC GGG GGG AGC AGT C-3'
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mOSMR-XmaI_s 5'-GAC TGC TCC CCC CGG GGG AAG T-3'
Hind3 -ﬂag_as 5'-ATG TCT AAG CTT TCA CTT GTC ATC GTC-3'
OSMR1_as 5'-CGT AGC CCC GGG TCT CCA TAC ATC AAG
AGC CTG TG-3'
mgp130D2_s 5'-GC TAA GGC TAG CTC AGG CTT TCC TCC AGA
TAA ACC-3'
NheID1gp130_s 5'-GCT GCA GCT AGC CAA CTT TTG GAA CCG
TGT GG-3'
EcoNI gp130_as 5'-TGA GGA GAC CTT CCC AAG GG-3'
AﬂII -PPT_s 5'-CTT AAG GCC ACC ATG TCT GCA CTT CTG
ATC CTA GCT CTT GTT GGA GCT GCA GTT GCT
TCA GGC TTT CCT CCA GAT AAA C-3'
AﬂII -mgp130_s 5'-CAA GCT GCT TAA GGC CAC CAT GTC TGC-3'
gp130AGS41_as 5'-CAC CGG TTG CAC TTC CGC CAC TAC CAG
CAC TTC CAC GCG TTG CGG CCG CAC TTC CCC
CGG GTG GTC TGT CTT CGT ATG TG-3'
mOSMR-NheI_s 5'-CTG CAG CTA GCG AAG TCT TGG AGG AGC
CTT TAC-3'
mOSMR-His_as 5'-TGT ACA ATG GTG ATG GTG ATG ATG ATG
CAT GGG AGC AGT CTC GGG TGT GC-3'
mOSMR-ﬂag_as 5'-AGT ACT ATT TAA ATG GTA CCT CAC TTG
TCA TCG TCG TCC TTG TAG TCT GTA CAA TGG
TGA TGG TGA TG-3'
mFcIgG2Ae1_s 5'-CAT ATA GGG CCC CCC AGA GGT CCC ACA
ATC-3'
mFcIgG2Ae1_as 5'-GAT CAT TGA TCA TCA TTT ACC CGG AGT
CCG-3'
mgp130D2A_as 5'-CCC ACT GGC ACA GCA TAT TC-3'
mOSMR-D4_s 5'-CAT CCA AAG GCT CCG CAG GAC-3'
LB_Ad-mLIFRFP_s 5'-GCA TCT CGA GAT GGC AGC TTA CTC ATG
G-3'
LB_Ad-mLIFRFP_as 5'-GTA GGA TAT CTC ACT TGT CAT CGTCGT C-3'
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LB_Ad-mIL6RFP_s 5'-TAG AGT CGA CGC CAC CAT GTC TGC TC-3'
LB_Ad-mIL6RFP_as 5'-CCG GGT TTA AAC TCA ATG GTG ATG GTG-3'
LB_pShuttle_for 5'-GGT CTA TAT AAG CAG AGC TG-3'
LB_pShuttle_rev 5'-CCT CTA CAA ATG TGG TAT GG-3'
2.5 Prokaryotische Zellen und deren Kultivierung
2.5.1 Verwendete Bakterienstämme
XL-10 gold E. coli -Bakterienstamm, verwendet zur Klonierung und Ampliﬁkation
von Plasmid-DNS
Top 10 E. coli -Bakterienstamm des TOPO TA Cloning Kits (Invitrogen,
Carlsbad, USA), verwendet zur Klonierung und Ampliﬁkation der
pCR2.1-TOPO-Plamid-DNS
JM-110 dam-, dcm-Methylase-deﬁzienter E.coliBakterienstamm, verwendet
zur Präparation unmethylierter Plasmid-DNS
BJ5183 rekombinationskompetenter E. coli -Stamm des AdEasy Adenoviral
Vector System (Agilent Technologies, USA)
2.5.2 Kultivierung und Lagerung von Bakterienstämmen
Die Bakterien wurden als Schüttelkultur oder auf Nährböden in LB-Medium mit
100 µg/ml Ampicillin für 16 h bei 37 ◦C kultiviert. Stammkulturen wurden in LB-
Medium mit 20 % Glycerin bei -80 ◦C gelagert.
LB-Medium (Roth, Karlsruhe)
10 g/l NaCl
10 g/l Trypton
5 g/l Hefeextrakt
LB-Nährböden
25 g/l LB-Medium
15 g/l Agar bacteriological grade (MP Biomedicals, Solon, USA)
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2.6 Präparation und Analyse von Plasmid-DNS
2.6.1 Isolation von Plasmid-DNS aus Bakterienkulturen
Kleinere Mengen Plasmid-DNS (bis 15 µg) zur Analyse rekombinanter Plasmid-DNS
wurden mit dem QIAprep R© Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) nach Protokoll
des Herstellers isoliert. Zellen aus 3 ml Schüttelkultur (kultiviert für 16 h) wurden
aufgeschlossen, die DNS isoliert, in Wasser aufgenommen und bei -20 ◦C gelagert.
Größere Mengen (bis 750 µg) Plasmid-DNS zur Transfektion eukaryotischer Zellen
wurden mit dem HiSpeed R© Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden) aus 250 ml Schüt-
telkultur (kultiviert für 16 h) nach Herstellerprotokoll aufgearbeitet, in Wasser auf-
gekommen und bei -20 ◦C gelagert.
2.6.2 Quantitative Bestimmung von Plasmid-DNS
Der DNS-Gehalt wurde mit dem ND-1000 UV-Spektralphotometer (NanoDrop, PE-
QLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen) anhand der Absorption bei λ = 260 nm
bestimmt. Die Reinheit wurde durch den Quotienten der Absorption bei 260 nm
und 280 nm ermittelt, der zwischen 1,8 und 2,0 liegen sollte.
2.6.3 Restriktionsverdau von DNS
Die Plasmid-DNS wurde unter Berücksichtigung der Herstellerangaben nach Stan-
dardvorschrift [107] mit Endonukleasen verdaut. In einem analytischen Verdau wur-
den 0,5 µg Plasmid-DNS, in einem präparativen Verdau 2-4 µg DNS eingesetzt. Für
letzteres wurde die einzusetzende Enzymmenge nach der folgenden Formel bestimmt
(λ = Phagen-Referenzvektor):
Menge Enzym (µl) =
Größe λ (bp) ·Anzahl Schnittstellen in Vektor ·Menge DNS (µg)
Größe V ektor (bp) ·Anzahl Schnittstellen in λ · Enymaktivität
(
U
µl
)
Ein Restriktionsverdau mit 2 Enzymen wurde, wenn die Puﬀerbedingungen es zulie-
ßen, gleichzeitig in einem Puﬀer angesetzt. Bei unterschiedlichen Puﬀer- und Tempe-
raturanforderungen wurde die DNS nach dem ersten Verdau gefällt. Hierfür wurde
die Plasmid-DNS in wässriger Lösung auf 200 µl aufgefüllt, mit 1 µl Glykogen, 5 µl
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8 M Lithium-Chlorid und 200 µl Isopropanol vermischt und für 30 min bei -20 ◦C
belassen. Nach anschließendem Zentrifugieren (30 min/4 ◦C/13.000 rpm) wurde der
Überstand abgesaugt, das Pellet mit 300 µl 70 % Ethanol gewaschen, zentrifugiert
(10 min/4 ◦C/13.000 rpm), abgesaugt und bei 37 ◦C getrocknet. Für den nächsten
Verdau wurde die gefällte DNS in Wasser resuspendiert.
2.6.4 DNS-Fällung
Plasmid-DNS in wässrigen Lösungen wurde 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat
(pH 4,6) und 2,5 Volumen absolutem Ethanol zugegeben und durch 30-minütige
Zentrifugation bei 13.000 rpm und 4 ◦C gefällt. Die DNS wurde mit 70 % Ethanol
gewaschen und nach fünfminütiger Zentrifugation bei 13.000 rpm getrocknet und in
Wasser oder Puﬀer gelöst.
2.6.5 Auftrennung von DNS-Fragmenten
Nach dem Restriktionsverdau wurde das DNS-Fragmentgemisch mit 1/10 Volumen
10x DNS-Probenpuﬀer versetzt und in einem 1%igem TAE-Agarosegel im elektri-
schen Feld bei 110 V der Größe nach aufgetrennt. Dem TAE-Gel wurde zuvor 0,2 µl
des interkalierenden Farbstoﬀs Ethidiumbromid zugegeben, um die DNS-Banden
unter UV-Licht sichtbar zu machen. Als Größenmarker wurde die 1 kb DNA ladder
von Invitrogen (Carlsbad, USA) eingesetzt.
DNS-Probenpuﬀer 10x
0,4 % Xylencyanoblau
0,4 % Bromphenolblau
25 % Ficol
TAE-Laufpuﬀer
0,04 M Trisbase
0,02 M Essigsäure
1 mM EDTA
Agarosegel
TAE-Laufpuﬀer mit 1% Agarose (Roth, Karlsruhe)
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2.6.6 Isolation von DNS-Fragmenten aus Agarose-Gelen
DNS-Fragmente aus Restriktionsverdau oder PCR wurden nach Auftrennung mit
der TAE-Agarose-Gelelektrophorese auf dem UV-Tisch aus der Gelmatrix ausge-
schnitten und mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) isoliert.
2.6.7 Klenow-ﬁll in zur Herstellung von blunt-end DNS-Fragmenten
Etwa 200 ng eines DNS-Fragments mit sticky ends wurde mit 4 µl des M-Puﬀers
von Roche (Basel, CH), 4 µl eines 330 µM dNTP-Gemisches und 0,5 µl Klenow-
Polymerase (Fermentas, St. Leon-Rot) versetzt und mit Wasser auf 40 µl Volumen
aufgefüllt. Das Gemisch wurde für 30 min bei 37 ◦C belassen und nach einem an-
schließenden Fällungsschritt in Wasser aufgenommen.
2.6.8 Dephosphorylierung linearisierter Plasmid-DNS
Um die Religation des geöﬀneten Vektors zu verringern und den Einbau von Fremd-
DNS zu begünstigen, wurde, falls erforderlich, die 5`-Phospatgruppe entfernt. Hierfür
wurde bis zu 1 µg geschnittener Vektor mit 1/10 Volumen 10x antarctic phosphatase
reaction buﬀer und 1 µl 5 U antarctic phosphatase (New England Biolabs, Ipswich,
USA) versetzt und im Falle von 5`-Überhängen oder blunt ends für 15 min, im Falle
von 3`-Überhängen für 60 min bei 37 ◦C belassen. Im Anschluss wurde das Enzym
für 5 min bei 65 ◦C inaktiviert und der Vektor in die Ligation eingesetzt.
2.6.9 Ligation von DNS-Fragmenten
Die Ligation von doppelsträngigen DNS-Fragmenten in Vektoren wurde durch die
T4-DNA-Ligase (Fermentas, St. Leon-Rot) in Gegenwart von ATP katalysiert. Für
die Ligation von sticky-end Fragmenten wurde 1 U-Ligase eingesetzt, blunt-end Li-
gationen wurden mit 5 U-Ligase mit Zusatz von 1/10 Volumen PEG 4000 durch-
geführt. 35 ng Vektor wurde mit dem 5-fachen molaren Überschuss des einzufügen-
den Insert, der entsprechenden T4-DNA-Ligase und 10x ligation buﬀer für 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Hälfte des Ligationsansatztes wurde nachfolgend
zur Transformation mit kompetenten Bakterien vermischt.
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2.6.10 TOPO R©-cloning kit
Klonierungsansätze, die einer PCR bedurften, wurden mit Hilfe des TOPO R© TA
Cloning Kits (Invitrogen, Carlsbad, USA) angefertigt. Die Taq-Polymerase fügt an
jedem 3`-Ende einen sigulären A-Überhang an. Der pCR R© 2.1-TOPO R© cloning Vek-
tor liegt in linearisierter Form vor und verfügt über entsprechende T-Überhänge, die
es ermöglichen, dass der Vektor das PCR-Produkt ohne den Zwischenschritt eines
Restriktionsverdaus und ohne Zugabe von Ligase aufnehmen kann. Für den Ligati-
onsansatz wurde 4 µl des PCR-Produkts vorgelegt und nach Herstellerangaben mit
0,5 µl des TOPO R©-Vektors und 1 µl der im Kit enthaltenen salt solution gemischt.
Nach 5 min Inkubation bei RT war der Ligationsansatz bereit für die Transformation
in kompetente Bakterien.
2.6.11 Transformation von Bakterien
50 µl kompetente Bakterien (XL-10 gold, JM-110) wurden auf Eis aufgetaut, auf
10 µl des Ligationsansatzes gegeben für 20 min auf Eis inkubiert. Es folgten ein
Hitzeschock für 2 min auf 42 ◦C und ein Kühlungsschritt für 2 min auf Eis. Zur
Selektion erfolgreich transformierter Bakterien wurden diese nun auf LB-Agar mit
Ampicillin ausplattiert und über Nacht bei 37 ◦C inkubiert.
Herangewachsene Bakterienkolonien wurden mittels Kolonie-PCR oder DNS-
Präparation und Restriktionsverdau analysiert.
TOP 10-Bakterien wurden entsprechend den Angaben des TOPO R© TA Cloning Kits
transformiert. Zur Selektion erfolgreich transformierter Bakterien wurden diese auf
LB-Agar mit Ampicillin ausgestrichen und über Nacht bei 37 ◦C inkubiert. Dabei
erfolgte eine Blau/Weiß-Selektion nach Vorschriften des Herstellers, welche den er-
folgreichen Einbau des Inserts anzeigte. Herangewachsene, weiße Bakterienkolonien
wurden mittels DNS-Präparation und Restriktionsverdau analysiert.
2.6.12 DNS-Sequenzierung
Präparierte Plasmid-DNS wurde zusammen mit den entsprechenden Primern zur
automatischen Sequenzierung zu MWG (Ebersberg) gesandt.
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2.6.13 PCR
Zur Ampliﬁkation von DNS wurde eine Polymerase-Chain-Reaction (PCR) durch-
geführt.
PCR-Reaktionsansatz
5 ng DNS-Matrize
50 pmol forward Primer
50 pmol reversed Primer
25 nM dNTPs
5 µl Taq-Polymerase 10x-Puﬀer (New England Biolabs, Ipswich, USA)
2,5 U Taq-Polymerase (New England Biolabs, Ipsweich, USA)
Ad 50 µl H20
PCR-Reaktionszyklus
94 ◦C 120 s erste Denaturierung
50-60 ◦C *90 s Hybridisierung ↖
72 ◦C 60 s/kb Elongation 30 Zyklen
94 ◦C 60 s Denaturierung ↗
72 ◦C 240 s letzte Elongation
*Die Hybridisierungstemperatur der Oligonukleotide richtet sich nach Länge und
GC-Gehalt. Mit der Formel
Tm = (C +G) · 4 + (A+ T ) · 2
wurde die Schmelztemperatur Tm der Oligonukleotide berechnet (C = Cytosin,
G = Guanin, A = Adenin, T = Thymin). Je näher die gewählte Hybridisierungs-
temperatur an der Schmelztemperatur liegt, desto speziﬁscher hybridisieren die Oli-
gonukleotide.
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2.6.14 Kolonie-PCR
Zur Kontrolle der von Bakterien aufgenommenen Plasmid-DNS wurde alternativ
zu DNS-Präparation und Kontrollverdau die Kolonie-PCR durchgeführt. Mit einer
sterilen, gelben Pipettenspitze wurde eine einzelne Bakterienkolonie aufgenommen,
eine beschriftete LB-Agarplatte angeimpft und die restlichen, noch an der Spitze
beﬁndlichen Bakterien in 10 µl Wasser suspendiert und für 5 min bei 95 ◦C lysiert.
Nach Zugabe eines PCR-Reaktionsgemisches wurden 30 PCR-Reaktionszyklen
durchlaufen. Hierbei wurde das Primerpaar so gewählt, dass positive Klone ein
PCR-Fragment bestimmter Größe lieferten. Als Kontrolle wurden 1-2 ng des zu
analysierenden Plasmids ohne das entsprechende Insert eingesetzt.
Kolonie-PCR Reaktionsansatz
15 pmol forward Primer
25 pmol reversed Primer
3,75 nM dNTPs
5 µl Taq-Polymerase 10x-Puﬀer (New England Biolabs, Ipswich, USA)
1,25 U Taq-Polymerase (New England Biolabs, Ipswich, USA)
Ad 15 µl H20
PCR-Reaktionszyklus
94 ◦C 120 s erste Denaturierung
50-60 ◦C *90 s Hybridisierung ↖
72 ◦C 60 s/kb Elongation 30 Zyklen
94 ◦C 60 s Denaturierung ↗
72 ◦C 240 s letzte Elongation
* Berechnung der Hybridisierungstemperatur siehe 2.6.13
2.6.15 Quantitative real-time-PCR (qT-PCR)
Zur quantitativen Analyse der mRNS-Expression diente die qRT-PCR. Der Extrak-
tion der mRNS folgten die reverse Transkription und Detektion der ampliﬁzierten
cDNS mit dem TaqMan R© Gene Expression Assay (Applied Biosystems, Carlsbad,
USA) nach Protokoll des Herstellers.
2 Material und Methoden 37
2.6.15.1 Isolation
Die RNS wurde aus homogenisierten Zelllysaten mittels des RNeasy Kit (Qia-
gen, Hilden) nach Protokoll des Herstellers aufgereinigt und in 30 µl RNase-freiem
Wasser eluiert. Die Konzentration wurde photometrisch am NanoDrop bestimmt
(2.6.2) und die RNS bis zur weiteren Verwendung bei -80 ◦C gelagert.
2.6.15.2 cDNS-Synthese
Die isolierte Gesamt-RNS wurde mit dem Omniscript-RT-PCR-Kit (Qiagen,
Hilden) in cDNS umgeschrieben. In einem ersten Schritt wurden 1 µg RNS in 14 µl
RNase-freiem Wasser für 10 Minuten bei 65 ◦C denaturiert. Nach Zugabe von 6 µl
des Reaktionsansatzes erfolgte die cDNS-Synthese für 1 h bei 37 ◦C. Die cDNS
wurde bis zur Verwendung bei -20 ◦C gelagert.
cDNS-Synthese Reaktionsansatz
2 µl 10x RT-Puﬀer
2 µl dNTP Mix
1 µl Oligo-dT Primer
1 µl Omniscript Reverse Transkriptase
2.6.15.3 qRT-PCR am Rotor-Gene
Die Ampliﬁkation der cDNS erfolgte mit speziﬁschen ﬂuoreszierenden Primer-
Sonden (Applied Biosystems, Carlsbad, USA). Die quantitative Messung der
Ampliﬁkation in Abhängigkeit von der Zeit erfolgte im Rotor-Gene Q (Qiagen). Als
interner Standard diente mHPRT.
Folgende Primer wurden eingesetzt:
mSOCS3 Assay-ID Mm01249143_g1
mHPRT Assay-ID Mm01324427_m1
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PCR Reaktionsansatz
10 µl Puﬀer Eurogentec pPCR Mastermix Plus
1 µl TaqMan R© Gene Expression Assay
1 µl cDNS (1:2 verdünnt)
Ad 20 µl H20
PCR-Reaktionszyklus
50 ◦C 120 s
95 ◦C 600 s Denaturierung des Polymerase-Inhibitorproteins
95 ◦C 15 s Denaturierung der DNS 
60 ◦C 60 s Hybridisierung der Primer und Elongation 40 Zyklen
Die Auswertung der qRT-PCR erfolgte durch die Bestimmung der Zyklenanzahl
(CT), bei der das Fluoreszenzsignal der Probe die Hintergrundﬂuoreszenz übersteigt.
Die CT-Werte des gene of interest (mSOCS3) wurden zunächst mit den CT-Werten
des housekeeping-genes (mHPRT) normalisiert und anschließend nach Pfa [108]
ausgewertet.
2.6.16 Herstellung rekombinanter Adenoviren
Die Herstellung rekombinanter Adenoviren erfolgte mit dem AdEasy Adenoviral Vec-
tor System (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) und wurde in zwei Schritten
durchgeführt. Da eine direkte Klonierung in das Virusgenom aufgrund der Größe
(36 kB) und mangels singulärer Schnittstellen nicht möglich war, wurde zunächst
die heterologe DNS in einen Shuttle-Vektor eingefügt. Im zweiten Schritt erfolgt
dann über homologe Rekombination in Bakterien die Integration der heterologen
Sequenzen in ein adenovirales Plasmid. Hierauf folgte nach der Transfektion des re-
kombinanten viralen Genoms in HEK-293A-Zellen die Produktion und Ampliﬁkation
der Adenoviren. Abbildung 2.1 zeigt schematisch den Ablauf der Virusherstellung.
2.6.16.1 Klonierung der pShuttle-Vektoren und homologe Rekombination
Die Konstrukte, die für die drei Rezeptorfusionsproteine kodierten (mIL-6-RFP,
mLIF-RFP, mOSM-RFP), wurden zunächst in den adenoviralen Shuttlevektor
pShuttle-CMV kloniert, der freundlicherweise vom Institut für klinische Chemie
und Pathobiochemie, RWTH Aachen zur Verfügung gestellt wurde.
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Abbildung 2.1  Herstellung rekombinanter Adenoviren in E. coli
(modiﬁziert nach AdEasyTMAdenoviral Vector System Instruction Manual, Agilent
Technologies, 2010)
Alle weiteren Schritte der Virusherstellung bis einschließlich der Titerbestimmung
wurden freundlicherweise im Institut für klinische Chemie und Pathobiochemie von
Prof. Dr. rer. nat. R. Weiskirchen und E. van de Leur durchgeführt.
Für die homologe Rekombination wurde der Transfervektor mit Pme I linearisiert
und zusammen mit dem adenoviralen DNS-Plasmid pAdEasy-1 in den rekombinati-
onskompetenten E.coli -Stamm BJ5183 transformiert. Die erfolgreich transformier-
ten Klone wurden auf die Kanamycin-Resistenz des AdEasy-Plasmids selektioniert,
rekombinante BJ5183-AdEasy-Klone wurden über einen Restriktionsverdau ermit-
telt. Ein positiver Klon wurde in dem rekombinationsdeﬁzienten E.coli -Stamm XL-
10 Gold vermehrt und die gewonnene rekombinante Adenovirus-DNS mit Pac I
linearisiert. Die linearisierten, viralen Plasmide wurden schließlich in HEK293A-
Zellen transﬁziert, welche in der Lage sind, die Deletionen im viralen Genom in
vivo zu komplemetieren. Hier erfolgt die Verpackung des adenoviralen Genoms zu
infektiösen, replikationsdeﬁzieten Viruspartikeln.
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2.6.16.2 Produktion und Ampliﬁkation der Adenoviren
Für die Produktion der Adenoviren wurden HEK293A-Zellen verwendet, die
gegenüber HEK293-Zellen über eine verbesserte Adhäsion verfügen. Der adeno-
virale Expressionsvektor wurde mit Pac I liniarisiert und mittels Lipofektamin
2000 (Invitrogen, Carlsbad, USA) als Transfektionsragenz in die HEK293A-Zellen
transﬁziert. Zuvor wurden die Zellen auf Kollagen-Typ-I-beschichtete 6-well -Platten
ausgesät und in normalem Zellkulturmedium, dem 10 % FKS zugesetzt worden war,
kultiviert, bis sie eine Konﬂuenz von 80 % erreicht hatten. Den Herstellerangaben
entsprechend wurden die Expressionsvektoren in verschiedenen Konzentrationen,
jedoch mit einem ﬁxen Verhältnis von 1:3 (Vektor (µg) : Lipofektamin 2000 (µl))
durchgeführt. Am Folgetag wurde das Zellkulturmedium ausgetauscht und am da-
rauﬀolgenden Tag wurden die Zellen trypsinisiert und auf 10-cm-Zellkulturplatten
ausgesät. Jeden zweiten Tag wurde die Hälfte des Mediums ausgewechselt und die
Zellen sorgfältig überwacht bis sich Regionen zeigten, in denen ein zytopathischer
Eﬀekt sichtbar wurde. Dieser war erkennbar an Stellen abgerundeter, sterbender
Zellen. Sobald sich der zytopathische Eﬀekt zeigte, wurde das Medium nur noch
teilweise ersetzt oder frisches Medium wurde hinzugefügt. Zu dem Zeitpunkt, an
dem etwa 90 % der Zellen den zytopathischen Eﬀekt zeigten, wurden die Zellen ge-
erntet. Durch 3 aufeinanderfolgende Einfrier-/Auftauschritte in ﬂüssigem Stickstoﬀ
wurden die Zellen lysiert und durch anschließende Zentrifugation für 20 min bei
4 ◦C und 3.000 g ein roher virushaltiger Extrakt gewonnen.
Der virushaltige Extrakt wurde verdünnt und zur Infektion von 16 Flaschen 293A-
Zellen verwendet. Nach 2-3 Tagen wies die Mehrzahl der Zellen eine runde Form
auf und schwamm im Medium. Das Medium mit den losgelösten Zellen wurde in ein
Falcon-Tube überführt, die adherenten Zellen wurden abgeschabt und ebenfalls in
das Falcon-Tube hinzugefügt. Dieses wurde für 20 min bei 4 ◦C und 900 g zentri-
fugiert; der Überstand wurde verworfen und das Pellet wie in 2.6.16.3 beschrieben
weiter aufgearbeitet.
2.6.16.3 Aufreinigung der Adenoviren
Das Pellet aus inﬁzierten HEK293A-Zellen wurde in DMEM mit einem Gesamt-
volumen von 14,7-14,8 ml resuspendiert. Die Zellen wurden durch drei Einfrier-/
Auftaustufen in ﬂüssigem Stickstoﬀ lysiert, woraufhin die Zellen für 20 min bei 4 ◦C
und 3.000 g zentrifugiert wurden. Der Überstand enthielt die virushaltigen Lysate.
Die Lysate (14,7-14,8 ml) wurden mit 8,1 g CsCl vermischt und 4 x 4,1 ml wurden
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in Zentrifugenröhrchen überführt. Der CsCl-Gradient wurde für 20-24 Stunden
bei 4 ◦C und 40.000 rpm in einem SW60Ti Rotor ultrazentrifugiert. Durch die
Ultrazentrifugation wurden drei verschiedene Banden im Gradient sichtbar. Die
oberste Bande enthielt Zelltrümmer und Medium, die mittlere und sehr schwache
Bande enthielt defekte Viren und die unterste Bande enthielt die intakten Viren.
Die CsCl-Lösung mitsamt den Zelltrümmern und defekten Viren wurde mit Hilfe
einer Spritze entfernt. Der Anteil der CsCl-Lösung, der die angereicherten, intakten
Viren enthielt wurde nachfolgend mit einer frischen Spritze aufgenommen und
mit dem Adeno-X Maxi Puriﬁcation Kit (Clontech, Mountain View, USA) weiter
aufgearbeitet.
Das Protokoll des Adeno-X Puriﬁcation Kit sieht einen Filtrierschritt zu Beginn des
Protokolls vor. Da die Viren bereits mit Hilfe des CsCl-Gradienten vorgereinigt wa-
ren, wurde das Filtrieren mit dem Spritzenaufsatzﬁlter überschlagen. Des Weiteren
wurde keine Benzonase verwendet. Von diesen Modiﬁkationen abgesehen erfolgte
die Präparation den Herstellerangaben entsprechend. Der virushaltige Extrakt wur-
de auf die Aufreinigungskartusche gegeben, in der die Partikel an den Filter banden.
Die gebundenen Partikel wurden gewaschen und in 3 ml eluting buﬀer eluiert. Das
Eluat wurde für 30 min bei 12.00 rpm und 4 ◦C zentrifugiert. Der Überstand wurde
verworfen und das Pellet in einem Gesamtvolumen von 1260 µl formulation buﬀer
resuspendiert.
formulation buﬀer
2,5 % Glycerol
25 mM NaCl
20 mM Tris/HCl, pH 8,0
2.6.16.4 Titerbestimmung
Nach Klonierung, Ampliﬁkation und Aufreinigung der Adenoviren wurden 40 µl
des adenoviralen Stocks 1:25 in ddH2O verdünnt und die OD260nm ermittelt. Als
Referenz dienten 40 µl formulation buﬀer, die ebenfalls in 960 µl ddH2O 1:25
verdünnt wurden. Basierend auf dem Wert der OD260nm wurde die Konzentration
der viralen Partikel wie folgt berechnet:
Partikel
ml
= OD260 · 1.1 · 1012 · 25 = x · 10
12Partikel
ml
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Partikel beinhalten intakte, infektiöse Viren ebenso wie defekte, nicht-infektiöse
Viren. Aus diesem Grund muss weiterhin die Konzentration der Virionen ermittelt
werden. Die Umrechnung von Partikel zu Virionen erfolgte basierend auf der Erfah-
rung des technischen Assistenten; demzufolge entsprachen 2,7 Partikel etwa einem
Virion.
2.6.16.5 Infektion von Säugetierzellen
Die Zellkulturen wurden sofern nicht anders angegeben mit 2 x 108 Virionen/ml
inﬁziert und zwischen 48 und 72 h kultiviert. Die Infektion wurde in DMEM,
dem 4 % FKS zugesetzt war, durchgeführt. Je nach Versuchsaufbau wurde nach
4 bzw. 17,5 Stunden ein Mediumwechsel auf FKS-freies Medium durchgeführt.
Nach Ablauf der Zeit wurden die Zellen, wie in 2.9.1 beschrieben, lysiert und das
Zellkulturmedium in einem Zentrifugalkonzentrator aufgearbeitet.
2.7 Eukaryotische Zelllinien und deren Kultivierung
2.7.1 Verwendete permanente Zelllinien
MEF Adhärent wachsende, murine, embryonale
Fibroblasten-Zelllinie, freundlicherweise zur
Verfügung gestellt von Dr. B. Neel (Boston,
USA)
MEF∆/∆STAT3−GFP Adhärent wachsende, murine, embryonale
STAT3-Knockout Fibroblasten-Zelllinie, in
welcher STAT3-GFP stabil ins Genom in-
tegriert ist (freundlicherweise von M. Vogt,
Institut für Biochemie, Aachen, zur Verfü-
gung gestellt)
COS-7 Adhärent wachsende Aﬀennierenzellen
(freundlicherweise zur Verfügung gestellt
von Dr. I. Kerr, London, UK)
HEK293 Adhärent wachsende, humane, embryonale
Nierenzelllinie, die mit dem Adenovirus Typ
5 (Ad 5) transformiert wurde (ATCC, Rock-
ville, USA)
2 Material und Methoden 43
HEK293A Adhärent wachsende, humane, embryonale
Nierenzelllinie, die mit dem Adenovirus Typ
5 (Ad 5) transformiert wurde und gegen-
über HEK293-Zellen eine verbesserte Adhä-
sion aufweist
Flp-In 293 T-Rex host cell line Adhärent wachsende, humane, embryona-
le Nierenzelllinie, welche mit dem Adenovi-
rus Typ 5 transformiert wurde. Eine FRT-
Sequenz sowie das Tet-Repressor-Gens wur-
den stabil in das Genom integriert. Die Zell-
linie dient der Herstellung stabiler, indu-
zierbarer Expressions-Zelllinien (Invitrogen,
Carlsbad, USA)
Flp-In T-REx-293-mOSM-RFP Aus Flp-In T-REx-293 host cell line ge-
nerierte, stabile Expressions-Zelllinie, die
mOSM-RFP1 nach Doxycyclin-Induktion
sezerniert
Flp-In T-REx-293-mOSM-RFP+D1 Aus Flp-In T-REx-293 host cell line ge-
nerierte, stabile Expressions-Zelllinie, die
mOSM-RFP2 mit D1 des mgp130 nach
Doxycyclin-Induktion sezerniert
Flp-In T-REx-293-imOSM-RFP Aus Flp-In T-REx-293 host cell line gene-
rierte, stabile Expressions-Zelllinie, die das
inverse mOSM-RFP3 nach Doxycyclin- In-
duktion sezerniert
Flp-In T-REx-293-imOSM-RFP+D1 Aus Flp-In T-REx-293 host cell line gene-
rierte, stabile Expressions-Zelllinie, die in-
verse mOSM-RFP4 mit D1 des mgp130
nach Doxycyclin-Induktion sezerniert
HepG2 Adhärent wachsnde, humane Leberkar-
zinom-Zelllinie (ATCC, Rockville, USA)
Sf158 Adhärent wachsende Insektenzelllinie aus
dem Ovargewebe von Spodoptera frugiper-
da, die ohne FKS wächst (DSMZ)
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2.7.2 Nährmedien und Lösungen für die Zellkultur
D-MEM Flüssigmedium mit 4,5 g/l Glukose, Pyruvat
und GlutaMAX I
Gibco/Invitrogen
D-MEM:F12 Flüssigmedium mit GlutaMAX I Gibco/Invitrogen
Opti-MEM Flüssigmedium mit GlutaMAX I Gibco/Invitrogen
Sf900 II Flüssigmedium mit L-Glutamin Gibco/Invitrogen
FKS mykoplasmenfreies, fötales Kälberserum CytoGen
Trypsin Trypsin (170.000 U/ml)/EDTA (200 mg/ml) Lonza
PenStrep Penicillin (10.000 U/ml)/Streptomycin
(10.000 U/ml)
Lonza
Blasticidin (10 ng/ml) Invitrogen
Doxycyclin (10 ng/ml) Sigma-Aldrich
Hygromycin B (50mg/ml) Roth
Zeocin (100mg/ml) Invitrogen
PBS
200 mM NaCl
2,5 mM KCl
8 mM Na2HPO4
1,5 mM KH2PO4
2.7.3 Kultivierung eukaryotischer Zelllinien
2.7.3.1 Kultivierung von Säuger-Zelllinien
Alle Zellen wurden bei 37 ◦C in einer wassergesättigten Atmosphäre mit 5 %
CO2 kultiviert. HEK293-, MEF-, Flp-In293 T-REx-Zellen, sowie die einzelnen
Flp-In293 T-REx-Expressionszelllinien wurden in D-MEM Medium und HEPG2
Zellen in D-MEM:F12 kultiviert.
Den Medien wurden, sofern nicht anders angegeben, 10 % Hitze-inaktiviertes fötales
Kälberserum sowie 100 U/ml Penicillin und Streptomycin zugegeben. Dem Medi-
um für die Flp-In293T-Rex host cell line wurde zusätzlich 100 µg/ml Zeocin und
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15 µg/ml Blasticidin zugegeben, die Flp-In293 T-REx-Expressionszelllinien wurden
zu Selektionszwecken mit 125 µg/ml Hygromycin B und 15 µg/ml Blasticidin kul-
tiviert.
Zur weiteren Subkultivierung wurden die Zellen mit PBS gewaschen, konﬂuent wach-
sende Zellen mit Trypsin/EDTA von der Zellkulturschale abgelöst und im jeweiligen
Nährmedium verdünnt in gewünschtem Dichtegrad ausgesät.
Aufgrund der Neigung der HepG2-Zellen Aggregate zu bilden wurden die Zellen vor
dem Aussähen mehrfach durch eine Kanüle gezogen, um die Zellen zu vereinzeln.
Zur Langzeitlagerung der eukaryotischen Zelllinien wurden die Zellen wie beschrie-
ben von der Zellkulturschale abgelöst und in kaltem Medium aufgenommen, welches
10 % DMSO und 20 % FKS enthielt. Die Zellen wurden in Kryogefäße aliquotiert
und zur langsamen Abkühlung in einem Isopropanol-haltigem Gefäß zunächst für
24 h bei -80 ◦C gelagert, bevor sie in den Stickstoﬀtank überführt wurden.
2.7.3.2 Kultivierung von Insekten-Zelllinien
Sf158-Insektenzellen wurden bei 27 ◦C in Sf900 II Medium ohne Zusatz kulti-
viert. Die konﬂuent wachsenden Zellen wurden in 3 ml konditioniertem Medium
mit einem Schaber von der Zellkulturﬂasche gelöst und im Verhältnis 1:3 verdünnt
in neuen Flaschen ausgesät.
2.8 Zellbiologische Methoden
2.8.1 Proteinexpression in eukaryotischen Zellen
2.8.1.1 Transiente Transfektion von HEK293 mit TransIT R©-LT1
Als Transfektionsreagens wurde Mirus TransIT R©-LT1 (Mirus, Madison, USA)
in einem Verhältnis von 3:1 (µl Transfektionsreagens : µg Plasmid-DNS) verwendet.
1,5 ml FKS-freies Opti-MEM wurde in ein steriles Eppendorf-Gefäß vorgelegt.
12 µg Transfektionsreagens wurde in das Medium hineingegeben und vermischt.
Nach einer Inkubationszeit von 15 min bei RT wurden 4 µg Plasmid-DNS in
das Gemisch hinzugegeben, vermischt und weitere 30 min bei RT belassen. Im
Folgenden wurde das Gemisch tropfenweise auf eine 78,5 cm2-Zellkulturschale mit
etwa 70 % konﬂuenten, tags zuvor ausgesäten HEK293 Zellen gegeben und durch
Schwenken verteilt. FKS-haltiges Medium setzte hierbei die Transfektionseﬃzienz
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nicht herab. Nach 4 h Inkubation bei 37 ◦C konnte das Medium durch FKS-freies
D-MEM ersetzt werden.
Nach 48-72 h wurde das Medium abgesaugt, Zelltrümmer durch Zentrifugation
(5 min, 1000 rpm, 4 ◦C) entfernt und bei -20 ◦C gelagert.
Zur Aufkonzentrierung eines in den Zellkulturüberstand sezernierten Proteins wur-
de dieser in Vivaspin 20-Zentrifugalkonzentratoren (Sartorius Stedim, Aubagne Ce-
dex, F) gegeben und nach Herstellerangaben zentrifugiert bis eine 10-fach konzen-
trierte Lösung erreicht war.
2.8.1.2 Herstellung stabiler Flp-In T-REx-293-Expressions-Zelllinien zur
Produktion von mOSM-RFPs
Zur stabilen Expression von mOSM-RFPs wurde das Flp-In T-Rex Protein
Expression System (Invitrogen, Carlsbad, USA) nach Protokoll des Herstellers
eingesetzt. Flp-In T-REx-293-host cells wurden mit 3,6 µg des pOG44-Plasmids
und 0,4 µg des Plasmids, das die kodierende Sequenz des jeweiligen mOSM-RFPs im
pcDNA5/FRT/TOspezial-Vektor enthielt, mittels TransIT R©-LT1 (2.8.1.1) kotrans-
ﬁziert.
48 Stunden nach der Transfektion begann die Selektion stabil transﬁzierter Zellen
mit 125 µg/ml Hygromycin B. Die Selektion hinsichtlich der stabilen Expression des
Tet-Repressors erfolgte weiterhin mit 15 µg/ml Blasticidin.
Einzelne Klone wurden hochgezogen und die Expression des entsprechenden mOSM-
RFPs durch Zusatz von 10 ng/ml Doxycyclin zum Zellkulturmedium für 24 h in-
duziert. Das Expressionslevel des jeweiligen Klons wurde in Zelllysaten (2.9.1) und
Kulturüberständen mittels SDS-PAGE (2.9.6), Western blotting (2.9.8) und Immun-
detektion (2.9.9) analysiert.
2.8.1.3 Expression von hIL-6-RFP mit Hilfe von Baculovirus-inﬁzierten
Insektenzellen
Das hIL-6-RFP-Baculovirus, das mit Hilfe des BaculoGold R© (BD Biosciences,
Franklin Lakes, USA) Expressionssystem hergestellt wurde, wurde freundlicher-
weise von A. Küster (Institut Biochemie, RWTH Aachen) zur Verfügung gestellt.
90 % konﬂuente Sf158-Zellen wurden mit 1 ml eines virushaltigen, sterilﬁltrierten
Zellkulturüberstandes inﬁziert. Die inﬁzierten Zellen sezernierten hIL-6-RFP in den
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Kulturüberstand, welcher nach 3 Tagen Inkubation bei 27 ◦C abgesaugt, durch
Zentrifugation und Sterilﬁltration von Zelltrümmern befreit und bis zur weiteren
Verarbeitung bei -20 ◦C gelagert wurde. Zur Herstellung neuer Virus-Stocks wurde
das Medium für 7 Tage auf den inﬁzierten Zellen belassen, abgesaugt, sterilﬁltriert
und bei 4 ◦C gelagert.
2.8.2 Stimulation von MEF- und HepG2-Zellen zur Untersuchung der
STAT3-Phosphorylierung mit und ohne Zugabe von
Zytokin-Inhibitoren
MEF- und HepG2-Zellen, sowie primäre murine Hepatozyten wurden am Vortag
50 % konﬂuent auf 6-well -Platten (9,6 cm2/well) ausgesät. Je 1 ml Kulturmedium
wurde in Eppendorf-Reaktionsgefäßen vorgelegt. Je nach Reaktionsschema wurden
10-fach konzentrierter mOSM-RFP-haltiger Kulturüberstand und/oder Zytokin wie
angegeben in bestimmten molaren Verhältnissen hinzu pipettiert, vermischt und für
30 min bei RT inkubiert. Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde das auf den Zellen be-
ﬁndliche Medium durch das Inhibitor-Zytokin-Gemisch ersetzt und zur Stimulation
für 20 min bei 37 ◦C auf den Zellen belassen. Als Kontrolle diente 10-fach konzen-
triertes Kulturmedium von mit dem pcDNA3.1-Leervektor transﬁzierten HEK293-
Zellen.
Im Folgenden wurden die Zellen mit PBS gewaschen, lysiert und mittels SDS-PAGE
(2.9.6), Western blotting (2.9.8) und Immundetektion (2.9.9) hinsichtlich der STAT3-
Phosphorylierung analysiert.
Für die Experimente zur konfokalen Mikroskopie wurden die MEF∆/∆STAT3−GFP
in analoger Weise mit den angegebenen Mengen mOSM und mOSM-RFP nach ge-
meinsamer Präinkubation behandelt und anschließend ﬁxiert (2.10).
2.9 Immunologische und proteinbiochemische Methoden
2.9.1 Herstellung von RIPA-Volllysaten
Für die Herstellung von Volllysaten wurden die Zellen in mit Proteaseinhibitoren
und 1 mM Natriumvanadat versetztem RIPA (radioimmune precipitation assay)-
Lysispuﬀer mit Hilfe eines Gummischabers von der Kulturschale gelöst und in ein
Eppendorfgefäß überführt. Die Zellsuspension wurde für 30 min auf Eis belassen,
10 sek gevortext und zentrifugiert (10 min/4 ◦C/13.000 upm). Der Überstand wurde
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in neue Eppendorfgefäße überführt und ein Bradford-Assay (2.9.2) zur Bestimmung
der Proteinkonzentration angeschlossen. Die Lysate wurden bis zum weiteren Ge-
brauch bei -20 ◦C gelagert.
RIPA-Lysispuﬀer
50 mM Tris-HCl, pH 7,4
150 mM NaCl
1 mM EDTA
0,5 % NP-40
1 mM NaF
15 % Glycerol
Proteaseinhibitoren
1 mM Na3VO4
0,5 mM EDTA
0,25 mM PMSF
5 µg/ml Aprotinin
1 µg/ml Leupeptin
2.9.2 Bradford-Assay zur Bestimmung der Proteinkonzentration
Der Bradford-Test diente zur Konzentrationsbestimmung von gelösten Proteinen in
RIPA-Volllysaten. Das Bradford-Reagenz (Bio-RAD, Hercules, USA) wurde im Ver-
hältnis 1:5 mit Reinstwasser (Millipore-H2O)gemischt und je Probe 1 ml des Gemi-
sches in Eppendorfgefäße aliquotiert. Je 3 µl Lysat wurde in die Bradford-Mischung
überführt, vermengt und die Absorption bei 595 nm im Photometer bestimmt. Als
Referenzwert diente ein Ansatz ohne Zugabe von Zelllysaten. Durch die Kalibrie-
rung mit 0-12 µg/ml BSA in einer 1:5-Mischung aus Bradford-Reagenz und Wasser
konnte die Proteinmenge bestimmt werden. Bei einem OD-Wert von 1 lagen 5,4 µg
Protein in 3 µl Zelllysat vor.
2.9.3 Immun- bzw. Koimmunpräzipitation von Proteinen aus
Zellkulturüberständen
Die Immunpräzipitation dient der Anreicherung bestimmter Proteine aus Zell-
kulturüberständen oder Zelllysaten. Bei der Koimmunpräzipitation werden auch
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mit diesen Proteinen assoziierte, andere Proteine aufgereinigt. Alternativ werden
die immunpräzipitierten Proteine mit anderen Proteinen inkubiert, um Protein-
Protein-Wechselwirkungen zu untersuchen. HEK293-Zellen wurden transient mit
pcDNA5/FRT/TOspezial, der für die Fc-getaggten mOSM-RFPs kodierte, trans-
ﬁziert (2.8.1.1) und die Zellkulturüberstände nach 48 h geerntet und mittels Zentri-
fugation von Zelltrümmern befreit.
Für die Immunpräzipitation wurden 10 µl einer Protein-G-Dynabeads R©-Suspension
(Invitrogen, Carlsbad, USA) mit 1 ml Inhibitor enthaltenden Zellkulturüberstand
über Nacht bei 4 ◦C inkubiert und die immobilisierten Proteine anschließend zusam-
men mit den Dynabeads mit Hilfe eines Magneten an der Wand des Reaktionsgefäßes
ﬁxiert und drei Mal mit PBS gewaschen. Für eine darauf folgende Koimmunpräzipi-
tation wurden die Beads mit den präzipitierten Inhibitoren für 1 h bei 4 ◦C in 10 %
BSA geschüttelt, um unspeziﬁsche Bindungsstellen abzusättigen und über Nacht bei
4 ◦C in 50 µM mOSM inkubiert. Nach drei Waschschritten mit PBS-Tween 0,05%
wurden die Beads in 15 µl PBS und 5 µl 4x Lämmli-Probenpuﬀer aufgenommen,
die Proteine für 10 min bei 95 ◦C von den Dynabeads eluiert, denaturiert und nach
SDS-PAGE und Western blotting mit Antikörpern gegen mOSM und murines Fc
analysiert.
4x-Lämmli-Probenpuﬀer
40 % Glycerin
8 % SDS
250 mM Tris/HCl, pH 6,8
0,4 % Bromphenolblau
20 % β-Mercaptoethanol
2.9.4 TCA-Fällung
Um Proteine aus dem Zellkulturüberstand zu fällen, wurde das FKS-freie Medium
48 h nach der Transfektion geerntet und zunächst durch 5-minütige Zentrifugation
bei 1000 rpm und 4 ◦C von Zelltrümmern befreit. Der Zellkulturüberstand wurde zu
gleichen Teilen mit 20 % TCA (Trichloressigsäure) vermischt, 30 min auf Eis belassen
und die gefällten Proteine für 10 min bei 10.000 rpm und 4 ◦C abzentrifugiert. Das
entstandene Pellet wurde 2x mit Aceton gewaschen und getrocknet. Die Proteine
konnten nun in Laemmli-Probenpuﬀer aufgenommen und zur Analyse in der SDS-
PAGE weiter verarbeitet werden.
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2.9.5 Acetonfällung
Eine weitere Möglichkeit der Proteinfällung aus wässrigen Lösungen ist die Aceton-
fällung. Hierzu wurde 1 Volumen der Probe mit 5 Volumen eiskalten Acetons (bei
-20 ◦C gelagert) vermischt und 30 min bis 2 h bei -20 ◦C belassen. Die gefällten
Proteine wurden für 10 min bei 10.000 rpm und 4 ◦C abzentrifugiert, der Überstand
dekantiert und das Reaktionsgefäß kopfüber kurz auf eine saugfähige Unterlage ge-
presst um Flüssigkeitsreste abzusaugen. Das Pellet wurde getrocknet, in Laemmli-
Probenpuﬀer aufgenommen und konnte nun in der SDS-PAGE analysiert werden.
2.9.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Die Auftrennung der Proteine gemäß ihrem Molekulargewicht erfolgte durch die
diskontinuierliche, vertikale SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli.
Durch 10-minütige Hitzebehandlung auf 95 ◦C wurden die Proteine denaturiert und
das im Laemmli-Probenpuﬀer enthaltene β-Mercaptoethanol reduzierte die Disul-
ﬁdbrücken des gefalteten Proteins, so dass sich das Detergens SDS (sodium dodecyl-
sulfate) gleichmäßig an die Aminosäuren der denaturierten Proteine lagern konnte
und deren Eigenladung verdeckte. Hierdurch war die Nettoladung proportional zum
Molekulargewicht der Proteine; die Proteine bewegten sich dementsprechend pro-
portional zu ihrer Größe im elektrischen Feld.
Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese durchliefen die Proteine zunächst ein
weitporiges Sammelgel (3%, pH 6,8) in dem sie aufgrund der Puﬀereigenschaften
und der geringeren Quervernetzung fokussiert wurden. Im dahinter folgenden Trenn-
gel (10% oder 12,5%, pH 8,8) werden die Proteine gemäß ihren Molekulargewich-
ten aufgetrennt. Die Elektrophorese erfolgte in Whatman Biometra R©-Kammern bei
2,5 mA/cm2. Als Größenstandard wurde der Marker Precision Plus Protein Dual
Color Standards (BioRad, Hercules, USA) verwendet. Das Trenngel wurde zur wei-
teren Analyse mittels Western blotting (2.9.8) auf eine PVDF-Membran transferiert.
10%ige Trenngele
2,95 ml Aqua dest.
2,4 ml Acrylamidlösung
1,9 ml 1,5 M Tris/ HCl, pH 6,8
37,5 µl 20% SDS
7,5 µl TEMED
37,5 µl APS
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12,5%ige Trenngele
2,45 ml Aqua dest.
3 ml Acrylamidlösung
1,9 ml 1,5 M Tris/ HCl, pH 6,8
37,5 µl 20% SDS
7,5 µl TEMED
37,5 µl APS
3%ige Sammelgele
2 ml Aqua dest.
317,5 µl Acrylamidlösung
156,5 µl 2 M Tris/HCl, pH 6,8
12,5 µl 20% SDS
2,5 µl TEMED
20 µl APS
SDS-Laufpuﬀer
25 mM Tris-Base
192 mM Glycin
0,1 % SDS
2.9.7 Blaue native Polyacrylamid-Gelelektrophorese (blue native PAGE)
Die native Polyacrylamid-Gelelektrophorese wird zur Analyse von Proteinen oder
Proteinkomplexen in ihrer nativen Form verwendet, da hier, im Gegensatz zur SDS-
PAGE, die Proteine nicht denaturiert werden. Der im Kathodenpuﬀer gelöste Farb-
stoﬀ Coomassie Brilliant blue G-250 überdeckt die Eigenladungen der Proteine und
lädt sie negativ, ohne dabei ihre Struktur zu verändern. Im elektrischen Feld bewegen
sich die Proteine zur Anode und werden gemäß ihrer Größe und Form aufgetrennt.
Eine Größenabschätzung erfolgte durch den Vergleich zu einem Protein bekannter
Größe, in diesem Fall zu BSA (Bovines Serum Albumin), dessen unterschiedliche
Multimere mit einer Silberfärbung sichtbar gemacht wurden (nicht in der Arbeit
gezeigt). Da die mOSM- und mOSM-RFP-Lösungen BSA zur Erhöhung der Prote-
instabilität enthielten, diente BSA als interner Größenmarker.
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Um eine Komplexbildung zu ermöglichen, wurden mOSM und die verschiedenen
mOSM-RFPs vor Auftragung auf das Gel für 30 min bei Raumtemperatur in den an-
gegebenen molaren Mengen inkubiert. Dem Proteingemisch wurden dann 1/5 Volu-
men 5x Probenpuﬀer zugesetzt, die Proben auf ein Gradienten-Polyacrylamid-Gelen
(4 %-16 %) aufgetragen und die Elektrophorese für 60 min bei 150 V und anschlie-
ßenden 30 min bei 250 V bei 4 ◦C in einer NativePAGE
TM
-Kammer (Invitrogen
TM
,
CA) durchgeführt. Die PAA-Gele wurden anschließend mit einer Silberfärbung ge-
färbt oder mittels Western blotting (2.9.8) auf eine PVDF-Membran transferiert.
Die bn-PAGE wurde mit NativePAGE
TM
Novex Bis-Tris Gelen (4 %-16 %), Lade-
und Laufpuﬀern von Invitrogen (Carlsbad, USA) nach Angaben des Herstellers
durchgeführt.
2.9.8 Western blotting
Beim Western blotting werden die aufgetrennten Proteine auf die mechanisch stabile
Matrix einer Polyvinylidenﬂuorid (PVDF)-Membran übertragen (Pall Corporation,
Port Washington, USA). Das bei der Elektrophorese entstandene Bandenmuster
bleibt dabei intakt. Durch das Anlegen eines elektrischen Feldes können die Proteine
im semi-dry- Verfahren nach Kyhse-Anderson [109] aus dem Polyacrylamidgel eluiert
und auf eine PVDF-Membran transferiert werden.
Die PVDF-Membran wurde zur Vorbereitung für 5 sek in Methanol und anschlie-
ßend für 15 min in Anodenpuﬀer II äquilibriert, das SDS-Gel wurde für 5 min in
Kathodenpuﬀer inkubiert. Auf die Anode der Western-Blot-Apparatur wurden vier
Whatman-Filterpapiere in Gelgröße, die mit Anodenpuﬀer I getränkt waren, und
zwei mit Anodenpuﬀer II getränkte Filterpapiere luftblasenfrei übereinander ge-
legt. Darauf wurden die Membran und das SDS-Gel platziert, den oberen Abschluss
bildeten vier mit Kathodenpuﬀer getränkte Filterpapiere. Um einen gleichmäßigen
Stromﬂuss zu gewährleisten, wurde die blotting-Kammer mit einem Gewicht be-
schwert und die Proteine vom SDS-Gel auf die Membran bei 0,8 mA/cm2 für 1 h
bei RT übertragen. Die Membran wurde bei 4 ◦C in TBS-N-Puﬀer gelagert, sofern
sich nicht unmittelbar eine Immundetektion anschloss.
Um Gele der bn-PAGE (2.9.7) zu blotten, wurden diese zunächst für 10 min im SDS-
haltigem Laufpuﬀer der SDS-PAGE geschaukelt und für 5 min in Kathodenpuﬀer
inkubiert. Der Aufbau des blotting-Sandwiches erfolgte analog dem oben geschil-
derten Vorgehen. Vor einer Immundetektion wurde die Membran zunächst gestrippt
(2.9.10), um sie von mit übertragenem Coomassie Brilliant blue G-250 zu befreien.
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Bei nativen Gelen, die für eine Messung am Fluoreszenz-Scanner Typhoon geblottet
wurden, kam eine low-background PVDF-Membran mit herabgesetzter Hintergrund-
ﬂuoreszenz zum Einsatz.
Anodenpuﬀer I
0,3 M Tris-Base
Anodenpuﬀer II
25 mM Tris-Base
Kathodenpuﬀer
0,04 M ε-Aminocapronsäure
0,01 % SDS
5x TBS-N-Puﬀer
100 mM Tris-HCl, pH 7,5
670 mM NaCl
0,5 % NP-40
2.9.9 ECL-Immundetektion
Bei der Westernblot-Analyse wird das Protein des Interesses über eine Antigen-
Antikörper-Reaktion nachgewiesen, wobei die Ausbildung des Immunkomplexes
durch eine enzymatische Reaktion angezeigt wird.
Durch 45-minütige Inkubation der PVDF-Membran in einer Lösung aus 10 % bovi-
nem Serumalbumin in TBS-N wurden freie Bindungsstellen der Membran blockiert.
Nach dreimaligem Spülen wurde die Membran über Nacht bei 4 ◦C in entsprechend
den Herstellerangaben angesetzter Erstantikörper-Lösung inkubiert. Dann wurde
die Membran in einem Waschschritt zweimal mit TBS-N-Puﬀer gespült und zwei-
mal für 5 min mit TBS-N-Puﬀer auf dem Schüttler geschaukelt, um überschüssigen
Erstantikörper zu entfernen. Nun wurde eine 1:2.000 verdünnte Zweitantikörperlö-
sung auf die Membran gegeben und 30 min bei Raumtemperatur geschüttelt. Der
Zweitantikörper war gegen den konstanten Bereich (Fc-Region) des Erstantikörpers
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gerichtet und mit einem Enzym, der Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxida-
se, HRP), konjugiert. Nach einem weiteren Waschschritt erfolgte der Nachweis der
Antikörper/Protein-Komplexe durch Chemilumineszenz. Bei einer enzymatischen
Reaktion fungieren Substanzen als Substrate, die unter Emission von Licht zer-
fallen. Die Membran wurde für 4 min in Immobilon
TM
(Millipore) inkubiert und
anschließend auf dem LAS4000Mini (Fujiﬁlm, Tokyo, J) detektiert.
2.9.10 Gegenfärbung einer PVDF-Membran
Um eine PVDF-Membran einer Immundetektion mit einem anderen Erstantikörper
zu unterziehen, war es erforderlich, die Membran von bereits vorhandenen Immun-
komplexen zu befreien (strippen). Die Blotmembran wurde für 25 min bei 70 ◦C in
mit β-Mercaptoethanol (76 µl/10 ml Puﬀer) versetztem stripping-Puﬀer inkubiert
und anschließend 2 x 10 min in TBS-N gewaschen. Die Immundetektion konnte
hiernach mit dem Blocken der freien Bindungsstellen fortgesetzt werden.
stripping-Puﬀer (pH6,7)
62,5 mM Tris-HCl, pH 7,6
2 % SDS
2.9.11 Detektion mit dem Fluoreszenz-Scanner Typhoon
Die Detektion einer Blotmembran am Fluoreszenz-Scanner Typhoon Gel Imager
(Amersham Biosciences, Piscataway, USA) bietet den Vorteil des Nachweises von
Banden verschiedener Proteine in einer Messung, so dass bei einer Überlagerung
mehrerer Aufnahmen die nachgewiesenen Proteinbanden der gleichen Laufhöhe auf-
einander zu liegen kommen, ohne dass wie bei der ECL-Immundetektion die Repro-
duzierbarkeit der Platzierung des Blots in mehreren Aufnahmen diskutiert werden
muss. Dies wird durch den Einsatz von verschiedenfarbigen, ﬂuoreszierenden Zweit-
antikörpern ermöglicht, die durch unterschiedliche Wellenlängen angeregt werden.
Eine bn-PAGE (2.9.7) wurde in üblicher Weise durchgeführt. Um überschüssiges
Coomassie Brilliant blue G-250 zu entfernen, wurde das Gel 30 min in Aqua dest.
gewaschen, danach 20 min in SDS-haltigem Laufpuﬀer geschwenkt und in oben be-
schriebener Weise geblottet. Nach dem Blotten wurde die Membran gestrippt, 45 min
in 10 % BSA geblockt und über Nacht bei 4 ◦C in einer Mischung der entsprechenden
Erstantikörper in einer der Herstellerangaben entsprechenden Verdünnung inkubiert.
Im Anschluss an die üblichen Waschschritte mit TBS-N wurde die Membran in einer
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Mischung geeigneter, unterschiedlich ﬂuoreszierender Zweitantikörper 45 min lang
inkubiert, einmalig in PBS gewaschen und lichtgeschützt zum Fluoreszenz-Scanner
transportiert. Es wurden mit Cy2 bzw. Cy3 beladene Antikörper eingesetzt, die mit
einer Wellenlänge von 488 bzw. 532 nm angeregt wurden. Die Emission wurde nach
Durchtritt durch einen Bandpassﬁlter für die Wellenlänge 510-550 nm für Cy2 und
565-595 nm für Cy3 detektiert.
2.9.12 Elisa zur Quantiﬁzierung von hIL6-RFP
Für die Quantiﬁzierung des hIL-6-RFP, das zur Konzentrationsabschätzung des
mOSM-RFPs auf dem Western Blot diente, wurden die Vertiefungen einer 96-well -
ELISA-Platte mit 100 µl einer FLAG R©-Antikörperlösung der Konzentration 3 µg/ml
überschichtet und über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde
der Überstand entfernt und freie Bindungsstellen mit 1 % BSA in PBS 1 h bei
37 ◦C abgesättigt. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-Tween wurden die zu ana-
lysierenden Zellkulturüberstände mit PTG-Puﬀer verdünnt, in die Vertiefungen der
96-well -Platte überführt und mit dem 1:200 verdünnten, biotinylierter, monoklona-
len BT2-Antikörper für 2 h bei 37 ◦C inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Wa-
schen mit PBS-Tween wurde 45 min mit 1 µg/ml Streptavidin-HRP (Sanquin, Ams-
terdam, NL) in PTG-Puﬀer inkubiert, wieder dreimal mit PBS-Tween gewaschen
und 100 µl/well der Entwickler-Lösung zugegeben. Sobald eine deutliche Blaufär-
bung erreicht war, wurde die Reaktion mit 2 M H2SO4 gestoppt (es erfolgte ein Farb-
umschlag nach gelb) und die Absorption der Proben bei der Wellenlänge 450 nm im
ELISA reader gemessen.
PBS-Tween
PBS + 0,05 % Tween
PTG-Puﬀer
PBS + 0,05 % Tween + 0,02 % Gelatine
Entwickler
0,1 M Natriumacetat, pH 5,5
0,1 mg/ml 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB)
0,003 % H2O2
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2.10 Konfokale Mikroskopie
Die mikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskop des Typs LSM 510 Meta der Firma Zeiss (Carl Zeiss, Jena) erstellt.
Das Mikroskop verfügte über einen Argonlaser, welcher Fluoreszenzfarbstoﬀe mit
den Wellenlängen 458 nm, 488 nm und 514 nm anregen konnte.
Das Fluoreszenzprotein eGFP wurde mit einer Wellenlänge von 488 nm angeregt
und nach Durchtritt durch einen Bandpassﬁlter, der für Wellenlängen zwischen 505-
550 nm durchlässig ist, detektiert.
2.10.1 Fixieren von Zellen
Die Zellen wurden einen Tag vor den mikroskopischen Aufnahmen etwa 40 % konﬂu-
ent auf coverslips ausgesät, welche sich in einer 12-well -Schale befanden. Die Kulti-
vierung erfolgte mit dem für die Zellen benötigten Medium. Die adhärenenten Zellen
wurden für 30 min mit den angegebenen Mengen mOSM und mOSM-RFP stimuliert,
zweimal mit PBS++ gewaschen und anschließend mit 300 µl 3 % Paraformaldehyd
für 15 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur ﬁxiert. Zellen wurden anschließend
1x mit PBS++ gewaschen und für 5 min mit 1 ml einer 50 mM NH4Cl-Lösung in
PBS++ im Dunklen behandelt. Dieses sogenannte Quenchen diente dazu, die Eigen-
ﬂuoreszenz der Proben zu reduzieren. Es folgten ein erneuter Waschschritt sowie
das einmalige Eintauchen der coverslips in H2O und Abtropfen der Flüssigkeit. Die
coverslips wurden möglichst blasenfrei auf einen Objektträger gelegt, auf welchen
zuvor ein Tropfen des Einbettmediums ImmuMount (Thermo Scientiﬁc, Waltham,
USA) aufgebracht worden war. Der Rand des coverslips wurde nach dem Trocknen
durch vorsichtiges Auftragen von klarem Nagellack versiegelt. Durch die stabile Ex-
pression von STAT3-GFP in den eingesetzten MEF ∆/∆STAT3−GFP war ein Nachweis
durch indirekte Immunﬂuoreszenz durch Immunkomplexen nicht notwendig.
PBS++
1 mM MgCl2
0,1 mM CaCl2
in PBS
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3 Ergebnisse
3.1 mOSM-RFPs als speziﬁsche Inhibitoren von murinem
Onkostatin M
Klonierung potenzieller mOSM-Inhibitoren als lösliche Fusionsproteine
bestehend aus Domänen des mOSMR und mgp130
Die Klonierung des mOSM-RFPs sollte sich an den Erkenntnissen orientieren,
die mit den bereits etablierten murinen Rezeptorfusionsproteinen mLIF-RFP und
mIL-6-RFP gewonnen wurden. Als site II/III-Zytokin besitzt mOSM große Ähn-
lichkeit zu mLIF, beide signalisieren über ein Heterodimer aus mgp130 und einer
jeweils speziﬁschen Rezeptoruntereinheit, wobei letztere an site III und die mgp130-
Untereinheit an site II bindet. Aus Strukturanalysen ist bekannt, dass die Domä-
nen 3 und 4 des mLIFR für die Zytokinbindung verantwortlich sind. Bei der Ent-
wicklung des mLIF-RFP zeigte sich jedoch, dass auch den Domänen 1,2 und 5
eine für die Zytokinbindung essenzielle Stützfunktion zukommt. Für mgp130 ist be-
kannt, dass die Domänen 2 und 3, die das CBM ausbilden, an der Bindung muriner
site II/III-Zytokinen beteiligt sind. mIL-6 bindet als site I/II/III-Zytokin zunächst
über site I an den mIL-6-Rα und im Folgenden an ein mgp130-Homodimer. Im Falle
des hIL-6-RFP wurde gezeigt, dass Domänen 2 und 3 des hIL-6-Rα im hIL-6-RFP
ausreichend waren für die hochaﬃne Bindung und damit für die Inhibition des hIL-6.
M. Wiesinger zeigte jedoch, dass die Domäne 1 des mIL-6-Rα für die Funktion und
ausreichende Expression des mIL-6-RFP unbedingt erforderlich ist, wobei sie eher
eine strukturstabilisierende Funktion zu übernehmen scheint [81].
Zunächst wurde aufgrund der großen strukturellen Ähnlichkeit von mOSM und
mLIF das mOSM-RFP1 hergestellt, welches in strenger Analogie zum mLIF-RFP
aus den ersten vier N-terminalen Domänen des mOSMR sowie, verbunden durch
den linker AGS-41, den Domänen 2 und 3 des mgp130 bestand (Abb. 3.1). AGS-41
ist ein Arginin-Glycin-Serin-reiches Oligopeptid, das von C. Ancey als ﬂexibler lin-
ker für das hIL-6-RFP entwickelt wurde und aus 41 Aminosäuren besteht [78].
Die Kozak-Sequenz sowie das N-terminale Signalpeptid des Präprotrypsins wurden
vom mIL-6-RFP übernommen [81]. Die von M. Kozak publizierte Kozak-A-Sequenz
GCCACC [110] nimmt die 6 Basenpaare vor dem Startcodon ein. Sie wird von den
Ribosomen erkannt und spielt in der Initiierung der Translation eine wichtige Rol-
le. Anstelle der nativen Signalsequenz wurde die Signalsequenz des Präprotrypsins
eingesetzt, welche eine Steigerung der Sekretionsrate der rekombinanten Proteine
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Abbildung 3.1  Schematische Darstellung der Zusammensetzung der Do-
mänen von mLIF-RFP und mOSM-RFP
Schematische Darstellung der Domänenstruktur von mLIF-RFP und mOSM-RFP.
mOSM-RFP1 wurde streng analog zu mLIF-RFP konstruiert. Dünne Querstriche in
der schematischen Darstellung des LIFR, mOSMR und gp130 repräsentieren Cystein-
brücken, dicke Querstriche ein WSXWS-Motiv, Sechsecke stellen die Immunglobulin-
ähnliche Domäne dar. Alle Rezeptorfragmente stammen aus der Maus. Als linker
diente AGS-41. Die Konstrukte wurden mit einem FLAG R©-tag markiert.
bewirken sollte. Ein C-terminaler FLAG R©-tag diente der Detektierbarkeit der Fusi-
onsproteine auf dem Western Blot.
Wie bereits beschrieben, führte die um ein Vielfaches bessere Expression des
mIL-6-RFP gegenüber dem hIL-6-RFP und dem mLIF-RFP zu der Vermutung,
dass auch die erste Domäne des mgp130 eine Bedeutung für die Expressionsra-
te der Rezeptorfusionsproteine besitzen könnte. Das mOSM-RFP wurde aus diesem
Grund um die erste Domäne des mgp130 erweitert (mOSM-RFP2). Um die Rolle der
Rezeptoranordnung auf die Funktionalität und Expression der Fusionsproteine zu
untersuchen, wurden mOSM-RFP3 und 4 in analoger Reihenfolge der Rezeptorfrag-
mente zum mIL-6-RFP hergestellt. Diese inversen mOSM-RFPs waren aus Domänen
2-3 bzw. 1-3 des murinen gp130 in vorderer, N-terminaler Position und Domänen
1-4 des mOSMR in C-terminaler Position hinter dem AGS-41 linker aufgebaut und
verfügten neben Kozak-Sequenz und PPT-Signalpeptid über einen his-FLAG R©-tag
(Abb. 3.2).
Ziel war es, dasjenige Rezeptorfusionsprotein zu ermitteln, das bei möglichst nied-
riger Molmasse und guter Expressionsrate mOSM am eﬃzientesten inhibiert. Die
vier mOSM-RFPs wurden in HEK293-Zellen exprimiert, konzentrierte Zellkultur-
überstände in einer SDS-PAGE aufgetrennt und nach Western blotting mit Hilfe
eines FLAG R©-Antikörpers analysiert. Alle vier Rezeptorfusionsproteine wurden in
vergleichbaren Mengen hergestellt, lediglich das inverse mOSM-RFP3 wurde etwas
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Abbildung 3.2  Schematische Darstellung des Aufbaus der vier mOSM-
RFPs aus den Rezeptoruntereinheiten mgp130 und mOSMR
Dargestellt sind die Domänenstrukturen der vier mOSM-RFPs. Symbole wie oben be-
schrieben. N-terminal beﬁndet sich die Kozak-Sequenz und das Signalpeptid des Präpro-
trypsin. Die Konstrukte wurden C-terminal mit einem FLAG R©-tag markiert.
Abbildung 3.3  Kontrolle der Expression der vier mOSM-RFPs in aufkon-
zentrierten Überständen transient transﬁzierter HEK293
HEK293-Zellen wurden mit 4 µg der für das jeweilige Fusionsprotein kodierenden DNS
im pcDNA5/FRT/TOspez-Vektor oder Leervektor (mock) transﬁziert. Die Zellkultur-
überstände wurden nach 48 h geerntet, von Zelltrümmern befreit und in einem Zen-
trifugalkonzentrator 10-fach aufkonzentriert. Die Überstände wurden nach SDS-PAGE
und Western blotting mit einem anti-FLAG R©-Antikörper analysiert.
schwächer exprimiert (Abb. 3.3). Die Größen entsprechen den erwarteten Laufhöhen
der glykosylierten Proteine. Die kalkulierten molaren Massen der unglykosylierten
Proteine betragen 75 kD für die Rezeptorfusionsproteine ohne die erste Domäne des
mgp130 und 85 kD für die Rezeptorfusionsproteine mit der entsprechenden Domäne.
3.1.1 mOSM-RFP1 und 2 hemmen die mOSM-induzierte
STAT3-Aktivierung in MEF-Zellen
Um eine generelle Aussage über die Funktionsfähigkeit der verschiedenen Konstruk-
te hinsichtlich ihrer Aktivität gegenüber mOSM und der Kreuzreaktivität zum nahe
verwandten mLIF und mIL-6 treﬀen zu können, wurden die vier mOSM-RFPs di-
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Abbildung 3.4  Untersuchung der STAT3-Phosphorylierung in MEF-
Zellen, die in An- und Abwesenheit der verschiedenen mOSM-RFPs mit
mOSM, mLIF oder mIL-6 und mIL-6Rα stimuliert wurden
MEF-Zellen wurden für 20 min bei 37 ◦C mit je 5 ng/ml mOSM in An- oder Abwe-
senheit der vier mOSM-RFPs stimuliert. Zur Kontrolle der Speziﬁtät der Inhibitoren
wurden parallel Zellen mit 5 ng/ml mLIF oder 20 ng/ml mIL-6 und 500 ng/ml sIL-6Rα
in Anwesenheit der mOSM-RFPs stimuliert. Die Volllysate der Zellen wurden nach
SDS-PAGE und Western blotting mit einem phospho-STAT3- oder STAT3-Antikörper
analysiert.
rekt miteinander verglichen. Aufgrund der vergleichbaren Expression der vier Prote-
ine wurden gleiche Mengen an fusionsproteinhaltigem, aufkonzentriertem Zellkultu-
rüberstand eingesetzt. Die in Analogie zum mLIF-RFP arrangierten mOSM-RFP1
und 2 inhibierten die mOSM-induzierte STAT3-Phosphorylierung gleichermaßen,
während die inversen Fusionsproteine mOSM-RFP3 und 4 keine Aktivität zeigten.
Es konnte keine Kreuzreaktivität der vier Rezeptorfusionsproteine zu den eng ver-
wandten Zytokinen mLIF und mIL-6 festgestellt werden (Abb. 3.4). Wie bereits
S. Metz zeigte, ist für die Inhibition von mLIF die Anwesenheit des LIF-speziﬁschen
LIFR erforderlich. Im Falle von mIL-6 wäre für das mOSM-RFP4 eine Interaktion
in Anwesenheit des löslichen IL-6Rα denkbar gewesen. In Analogie zum Aufbau des
mIL-6-RFP hätte ein Komplex aus den N-terminale mgp130-Anteilen zweier Rezep-
torfusionsproteine gemeinsam mit dem löslichen IL-6Rα eine gewisse Aﬃnität zum
mIL-6 zeigen können. Jedoch ist in Abbildung 3.4 keine Aktivität gegenüber mIL-6
feststellbar.
Dem wahrscheinlichsten Wirkmodell der Rezeptorfusionsproteine nach triﬀt ein Fu-
sionsprotein in Lösung auf ein Zytokin und bindet es mit gleicher oder sogar höherer
Aﬃnität wie der zellständige Rezeptor. Ein anderes Modell wäre die Interaktion der
Rezeptoruntereinheiten der löslichen Fusionsproteine mit zellständigen Rezeptoren
und eine dadurch bedingte Störung der Zytokinbindung oder Signaltransduktion an
der Zelloberﬂäche. Zur Klärung dieser Fragestellung wurde bei konstantem Gehalt
an hochaﬃnem mOSM-RFP1 und 2 die mOSM-Konzentration im Stimulationsan-
satz bis zu 100-fach gesteigert, bis sich eine Sättigung der Rezeptorfusionsproteine
zeigte (Abb. 3.5). Dieses Ergebnis unterstützt das erste Modell einer 1:1-Interaktion
von Fusionsprotein und Zytokin in Lösung.
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Abbildung 3.5  mOSM-Konzentrationsreihe auf MEF-Zellen in Anwesen-
heit von mOSM-RFP1 und 2
MEF-Zellen wurden für 20 min bei 37 ◦C mit 5, 50, 100, 200 oder 500 ng/ml mOSM bei
konstantem Gehalt an fusionsproteinhaltigem Zellkulturüberstand stimuliert, um einen
Sättigungseﬀekt von mOSM-RFP1 und 2 herbeizuführen. Die Analyse der Zelllysate
erfolgte identisch zu Abb. 3.4.
3.1.2 Humane Zytokine werden durch mOSM-RFP nicht inhibiert
Da humane Zytokine der IL-6-Familie die Fähigkeit besitzen, auch an murinen Ober-
ﬂächenrezeptoren zu binden und die intrazelluläre Signalkaskade auszulösen, sollte
ermittelt werden, ob auch die murinen OSM-Rezeptorfusionsproteine in der Lage
sind, speziﬁsch humanes OSM zu inhibieren. Als murines Zellsystem wurden wie-
derum murine embryonale Fibroblasten (MEF) eingesetzt. Es wurden in einem ana-
logen Ansatz zu Abbildung 3.4 gleiche Mengen an aufkonzentriertem, fusionsprotein-
haltigem Zellkulturüberstand eingesetzt, zusammen mit den angegebenen Mengen
humaner Zytokine präinkubiert und zur Stimulation auf die Zellen gegeben. Wie
erwartet führte die Stimulation mit humanen Zytokinen, vermittelt durch zellstän-
dige murine Rezeptoren, in den murinen Zellen zu einer STAT3-Phosphorylierung.
Überraschenderweise zeigte sich jedoch keine Aktivität der löslichen murinen Rezep-
torfusionsproteine gegenüber den humanen Zytokinen (Abb. 3.6A).
Ein analoger Versuchsaufbau wurde im Folgenden auch auf HepG2-Zellen als hu-
manem Zellsystem durchgeführt. Auch bei Kompetition der murinen Rezeptorfu-
sionsproteine mit den oberﬂächenständigen humanen Rezeptoren um die humanen
Zytokine zeigte sich keine Aktivität der Fusionsproteine (Abb. 3.6B). HepG2s expri-
mieren im Gegensatz zu MEF-Zellen den membranständigen IL-6Rα. Für die Sti-
mulation mit hIL-6 ist daher eine Zugabe von löslichem IL-6Rα nicht erforderlich.
Die Annahme, dass bei Anwesenheit des - nun zellständigen - IL-6Rα das inver-
se mOSM-RFP4 in der Lage ist, einen hochaﬃnen Komplex mit hIL-6 zu bilden,
bestätigte sich wiederum nicht (Abb. 3.6B).
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Abbildung 3.6  Auswirkung der mOSM-RFPs auf die STAT3-
Phosphorylierung nach Induktion mit humanem OSM, LIF oder IL-6 und
sIL6-Rα auf murinen MEF- oder humanen HepG2-Zellen.
A. MEF-Zellen wurden zur Untersuchung der Spezies-Kreuzreaktivität unter identi-
schen Bedingungen wie in Abb. 3.4 mit humanen Zytokinen stimuliert. Die Analyse der
Zelllysate erfolgte nach SDS-PAGE und Western blotting mit einem phospho-STAT3-
oder STAT3-Antikörper.
B. Humane HepG2-Zellen wurden für 20 min bei 37 ◦C mit 5 ng/ml mOSM oder
mLIF sowie 20 ng/ml mIL-6 mit und ohne Zugabe von 500 ng/ml sIL-6Rα stimuliert.
Aufgrund der Oberﬂächenexpression von IL-6Rα der HepG2-Zellen ist eine Zugabe von
sIL-6Rα nicht zwingend erforderlich und diente der Untersuchung der Ausbildung eines
hIL-6-Inhibitorkomplexes aus mOSM-RFP4 und sIL-6Rα im molaren Verhältnis 1:2:1.
3.1.3 Live-Cell-Imaging : mOSM-RFP1 hemmt die mOSM-induzierte
Translokation von STAT3-eGFP in den Zellkern
Auf die STAT3-Phosphorylierung erfolgt weiter downstream der Signalkaskade die
nukleäre Akkumulation von STAT3. Um zu überprüfen, ob auch diese Antwort durch
die mOSM-RFPs unterdrückt werden kann, wurden MEF-Zellen, denen das endo-
gene STAT3 fehlte und durch stabil hinzutransﬁziertes STAT3-eGFP ersetzt wurde,
in An- und Abwesenheit des funktionalen mOSM-RFP1 mit mOSM stimuliert. In
unstimuliertem Zustand zeigte sich das unphosphorylierte STAT3-eGFP in typi-
scher Lokalisation in Zytoplasma und Zellkern. Die Lokalisation blieb unbeeinﬂusst
bei der Anwesenheit des mOSM-RFPs. Auf Stimulation mit mOSM hin translozierte
das phosphorylierte STAT3-eGFP innerhalb von Minuten in den Kern. mOSM-RFP
im Stimulationsansatz ist in der Lage, die mOSM-induzierte nukleäre Translokation
von STAT3-eGFP zu inhibieren (Abb. 3.7).
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Abbildung 3.7  Konfokale Mikroskopie der mOSM-induzierten STAT3-
Kernakkumulation in MEF ∆/∆STAT3−GFP in Anwesenheit des mOSM-
RFP1
MEF ∆/∆STAT3−GFP wurden auf coverslips ausgesät und für 30 min bei 37 ◦C mit
5 ng/ml mOSM in Anwesenheit von 10-fach aufkonzentriertem, mOSM-RFP1-haltigen
Zellkulturüberstand oder Überstand von mit Leervektor transﬁzierten Zellen (mock-ÜS)
stimuliert. Die Zellen wurden anschließend für 15 min mit Paraformaldehyd ﬁxiert,
das eGFP unter dem konfokalen Mikroskop bei einer Wellenlänge von 488 ng angeregt
und die Emission nach Durchtritt durch einen Bandpassﬁlter, der für Wellenlängen
zwischen 505-550 nm durchlässig war, analysiert. Die Maßstabsbalken repräsentieren
10 µm.
3.1.4 Abschätzung der mOSM-RFP-Konzentration
Um die Wirkpotenz der Fusionsproteine quantitativ bestimmen zu können, musste
das mOSM-RFP1 quantiﬁziert werden. Hierzu wurde es in verschiedenen Mengen
auf ein Gel aufgetragen und der Fusionsproteingehalt durch Vergleich mit Hilfe einer
Konzentrationsreihe eines anderen FLAG R©-getaggten Proteins bekannter Konzen-
tration auf dem Western blot ermittelt (Abb. 3.8).
3.1.5 Quantitative RT-PCR: Inhibition der mOSM-induzierten
SOCS3-Expression
SOCS3 ist ein Zielgen von STAT3 und reguliert als feedback -Inhibitor die Dau-
er der Stimulation. Die auf eine Stimulation mit mOSM folgende Geninduktion
kann durch eine quantitative real-time PCR bestimmt werden. Die Inhibitionspo-
tenz von mOSM-RFP1 wurde durch verschiedene molare Verhältnisse von Inhibitor
zu mOSM über die Expression der SOCS3-mRNS ermittelt. Ein 10- und 5-facher
molarer Überschuss des mOSM-RFPs führte zu einer vollständigen Unterdrückung
der mOSM-induzierten SOCS3-Genexpression. Sogar in einem molaren Verhältnis
von 1:1 wurde die Expression der SOCS3-mRNS beinahe vollständig unterdrückt
(Abb. 3.9). Dieses Ergebnis zeigt, dass das mOSM-RFP eine maximal hohe Wirk-
potenz besitzt und selbst unter der Bedingung einer 1:1-Stöchiometrie von Zyto-
kin und Fusionsprotein in der Lage ist, mOSM eﬀektiv zu inhibieren. Durch den
mit Hilfe des linkers vorgeformten Rezeptorkomplex verfügt das mOSM-RFP ge-
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Abbildung 3.8  Konzentrationsabschätzung von mOSM-RFP1 im aufkon-
zentrierten Zellkulturüberstand mit Hilfe der Signalintensität von ELISA-
quantiﬁziertem, FLAG R©-markiertem hIL-6-RFP
Quantiﬁziertes, FLAG R©-markiertes hIL-6-RFP wurde in einer Verdünnungsreihe
von 100 bis 25 ng aufgetragen und diente als Referenz für das FLAG R©-markierte
mOSM-RFP1 unbekannter Konzentration. 15, 7,5 und 3,75 µl mOSM-RFP-haltigen,
aufkonzentrierten Überstandes wurden aufgetragen und die nach SDS-PAGE und Wes-
tern blotting mit Hilfe eines FLAG R©-Antikörpers detektierte Bandenintensitäten mit-
tels des Multi Gauge-Programms (Fujiﬁlm) analysiert.
genüber dem aus zwei separaten Rezeptorketten bestehenden Oberﬂächenrezeptor
über eine gesteigerte Bindungsaﬃnität. Die ansteigende SOCS3-mRNS-Expression
in den Ansätzen ohne Anwesenheit des RFPs erklärt sich aus den ansteigenden
mOSM-Konzentrationen. Das housekeeping gene mHPRT, ein Enzym des Purin-
Stoﬀwechsels in Eukaryoten, diente als interner Standard.
3.1.6 Vergleich der inhibitorischen Aktivität von mOSM-RFP1 mit
einem neutralisierenden mOSM-Antikörper
Ein weiterer und derzeit verbreiteter Ansatz in der Anti-Zytokin-Therapie ist die
Neutralisierung des Zytokins mittels eines aﬃnitätsgereinigten, polyklonalen An-
tikörpers. Um beide Strategien miteinander vergleichen zu können, wurden MEF-
Zellen mit einer konstanten Konzentration von mOSM und unterschiedlichen Men-
gen des mOSM-RFP1 bzw. des neutralisierenden Antikörpers stimuliert und so ver-
schiedene molare Verhältnisse von Zytokin und Inhibitor erzeugt. Durch das voran-
gegangene Experiment war bereits bekannt, dass die Rezeptorfusionsproteine selbst
in einem molaren Verhältnis von 1:1 als hochwirksame Zytokinfallen in der Lage
sind, mOSM zu neutralisieren. Hier war also zudem interessant, wie sich die Anwe-
senheit der Fusionsproteine bei einem Zytokinüberschuss auswirkt. Daher wurde die
Unterdrückung der STAT3-Phosphorylierung in verschiedenen molaren Verhältnis-
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Abbildung 3.9  Quantitative Untersuchung des Eﬀekts von mOSM-RFP1
auf die mOSM-induzierte SOCS3-Expression in der real-time PCR
MEF-Zellen wurden für 45 min bei 37 ◦C mit mOSM in An- oder Abwesenheit
von mOSM-RFP1 stimuliert. In Ansätzen ohne Fusionsprotein wurde das Volumen
durch aufkonzentrierten mock-Überstand ersetzt. Durch den Einsatz unterschiedlicher
mOSM-Konzentrationen bei gleichem Fusionsproteingehalt wurden molare Verhältnisse
von Inhibitor zu mOSM von 10:1, 5:1 und 1:1 erzeugt. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurden die Zellen lysiert, die mRNS isoliert und in cDNS umgeschrieben. Die Genin-
duktion von SOCS3 wurde mit Hilfe von speziﬁschen ﬂuoreszierenden Primer-Sonden
in der qRT-PCR analysiert. Als housekeeping gene diente HPRT.
sen von 10:1 bis 1:10 von Fusionsprotein und mOSM untersucht. In einem parallelen
Ansatz wurde die Potenz des neutralisierenden polyklonalen Antikörpers als mOSM-
Inhibitor eruiert. Hierzu diente eine Konzentrationsreihe von absteigenden molaren
Verhältnissen zwischen 200-fachem Überschuss des Antikörpers bis hin zum ausge-
glichenen molaren Verhältnis.
Wie erwartet zeigte sich bei einem 1:1-Verhältnis von Fusionsprotein zu Zytokin eine
nahezu vollständige Blockade der STAT3-Phosphorylierung. Sobald jedoch ein Zyto-
kinüberschuss gegenüber dem mOSM-RFP1 vorlag, waren alle Moleküle des Fusions-
proteins abgesättigt und das überschüssige mOSM war in der Lage, auf der Zellober-
ﬂäche zu binden und die intrazelluläre Signaltransduktion einzuleiten (Abb. 3.10A).
Der neutralisierende mOSM-Antikörper zeigte im parallelen Versuchsansatz eben-
falls eine mOSM-inhibierende Wirkung. Gleichwohl war hier ein 50- bis 100-facher
Überschuss des Antikörpers gegenüber dem Zytokin erforderlich, um denselben in-
hibitorischen Eﬀekt zu erzielen, den das mOSM-RFP1 in einem molaren Verhältnis
von 1:1 zu erzielen vermochte (Abb. 3.10B).
Das mOSM-RFP1 verfügt somit verglichen mit dem polyklonalen mOSM-Antikörper
über eine höhere inhibitorische Potenz. Dies zeigt, dass der Ansatz der Rezeptorfu-
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Abbildung 3.10 Vergleich des inhibitorischen Potenzials des mOSM-RFP1
mit einem neutralisierenden Antikörper in verschiedenen molaren Verhält-
nissen zu mOSM
MEF-Zellen wurden für 20 min mit 5 ng/ml mOSM in Anwesenheit von mOSM-RFP1
(A) oder eines neutralisierenden polyklonalen mOSM-Antikörpers (B) in variierenden
Konzentrationen wie angegeben stimuliert. Als Kontrolle (Ko-ÜS) wurde 10-fach auf-
konzentrierter Überstand mock-transﬁzierte HEK293 aufgetragen. Die Zelllysate wur-
den mittels Western blotting auf STAT3-Phosphorylierung untersucht, GAPDH diente
als Ladekontrolle.
sionsproteine gegenüber der derzeit gängigeren Therapie mit neutralisierenden An-
tikörpern durchaus gleichwertig, in diesem Fall, was die Potenz und hiermit die
Dosierung betriﬀt, sogar überlegen ist.
3.1.7 Die mOSM-induzierte STAT3-Phosphorylierung in primären
murinen Hepatozyten wird durch mOSM-RFP1 inhibiert
Die vorangegangenen Zellkulturexperimente wurden mit murinen embryonalen Fi-
broblasten durchgeführt, die als murine Zellen den mOSMR auf ihrer Oberﬂäche
exprimieren. Ein nächster Schritt wäre der Einsatz der Zytokininhibitoren im Maus-
modell. Primäre murine Hepatozyten kommen diesem Fernziel insofern näher, da sie
direkt aus der Maus stammen und daher der Physiologie im Mausmodell ähnlicher
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Abbildung 3.11  Einﬂuss von mOSM-RFP1 auf die mOSM-induzierte
STAT3-Phosphorylierung in primären murinen Hepatozyten
Primäre murine Hepatozyten wurden für 20 min bei 37 ◦C mit je 5 ng/ml mOSM in
Anwesenheit des mOSM-RFP1 stimuliert. Hierbei wurden die angegebenen Stoﬀmen-
genverhältnisse von Inhibitor und Zytokin eingesetzt. Die Volllysate der Zellen wur-
den nach SDS-PAGE und Western blotting mit einem phospho-STAT3- oder STAT3-
Antikörper analysiert. GAPDH diente als Ladekontrolle.
sind als Zellen einer immortalisierten Zellkultur. mOSM spielt in der fetalen Mäu-
seleber eine Rolle in der Reifung und Diﬀerenzierung von Hepatozyten [36].
Der Versuchsansatz war ähnlich den mit MEF durchgeführten Experimenten. Es
wurden unterschiedliche Inhibitor-Zytokin-Verhältnisse verwendet, neben einem aus-
geglichenen molaren Verhältnis wurden auch jeweils 10-fache Überschüsse bei-
der Komponenten eingesetzt. Wie durch die vorangegangenen Experimente zu er-
warten, war ein 10-facher Überschuss des Fusionsproteins ausreichend, um die
STAT3-Phosphorylierung auf das unstimulierte Niveau zu unterdrücken. Auch beim
1:1-Verhältnis führte der Inhibitor zu einer Reduktion der STAT3-Phosphorylierung
verglichen mit der Signalstärke der Kontrolle. Liegt das Zytokin in 10-fachem Über-
schuss gegenüber dem mOSM-RFP1 vor, ist das Fusionsprotein gesättigt und kann
somit keinen bemerkenswerten Eﬀekt mehr erzielen (Abb. 3.11).
Dieser Versuch zeigt wiederum die hohe Wirkpotenz des Fusionsproteins auch in
ausgeglichenen molaren Verhältnissen von Zytokin und Inhibitor. Darüber hinaus
bestätigt er die Wirksamkeit des mOSM-RFP1 auch auf primären murinen Zellen
und ist ein vielversprechender Schritt auf dem Weg zum in vivo-Einsatz der Rezep-
torfusionsproteine in Mausmodellen chronischer Entzündungen.
3.1.8 mOSM-RFP3 und 4 bilden präformierte Dimere
Um konzentrationsabhängige Protein-Protein-Interaktionen der Fusionsproteine un-
tereinander zu eruieren, wurden 10-fach konzentrierte Zellkulturüberstände der vier
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mOSM-RFPs in abnehmenden Konzentrationen nebeneinander aufgetragen. Die
Konzentration der Fusionsproteine betrug hierbei etwa 10 ng/µl mit Ausnahme des
mOSM-RFP3, das deutlich schwächer exprimiert wurde. Überraschenderweise zeig-
ten sich selbst unter denaturierenden Bedingungen in Anwesenheit von SDS und
nach Hitzebehandlung bevorzugt in den Fraktionen höherer Konzentration präfor-
mierte Homodimere der inversen mOSM-RFP3 und 4. mOSM-RFP1 und 2 lagen hin-
gegen erwartungsgemäß auch in höheren Konzentrationen monomer vor (Abb. 3.12).
Abbildung 3.12  Untersuchung des Dimerisierungsverhalten der vier
mOSM-RFPs unter denaturierenden Bedingungen in der SDS-PAGE
Die vier mOSM-RFPs wurden in abgestuften Konzentrationen vorgelegt, unter Anwe-
senheit von SDS und β-Mercaptoethanol für 5 min bei 95 ◦C hitzebehandelt und in
einer 10 %-SDS-PAGE aufgetrennt. Nach Western blotting wurden die Proteine mit
einem anti-FLAG R©-Antikörper analysiert.
Das Auftreten präformierter Homodimere der inversen Fusionsproteine lässt die Fra-
ge der räumlichen Anordnung unter nativen Bedingungen und insbesondere der
Bedeutung für die Zytokinbindung oﬀen. In Abbildung 3.4 wurde gezeigt, dass
mOSM-RFP3 und 4 keinen sichtbaren Eﬀekt auf die mOSM-abhängige STAT3-
Phosphorylierung haben und somit keine Interaktion mit mOSM einzugehen schei-
nen. Ein Zusammenhang mit der Ausbildung der Homodimere wurde daher im Fol-
genden weiter untersucht.
3.1.9 Blue native PAGE: mOSM wird von den mOSM-RFPs geshiftet
In der nativen Gelelektrophorese sollte die Stöchiometrie und die Aﬃnität der vier
Fusionsproteine zu mOSM unter nicht-denaturierenden Bedingungen näher analy-
siert werden. Hierzu wurden die vier Fusionsproteine in einem Stoﬀmengenverhält-
nis von 1:1 mit mOSM (mit Ausnahme des schwächer exprimierten mOSM-RFP3)
in Anwesenheit von Albumin zur Unterdrückung unspeziﬁscher Wechselwirkungen
präinkubiert um die Ausbildung von Protein-Protein-Komplexen zu ermöglichen.
Nach Zugabe von Coomassie Brilliant Blue wurden die Komplexe nach Größe, Kon-
formation und Ladung in der blue native PAGE aufgetrennt. Das Gel wurde ge-
blottet und der Blot mit einem FLAG R©-Antikörper, der gegen das FLAG R©-Epitop
der Fusionsproteine gerichet war, gefärbt. Nach stripping erfolgte die Gegenfärbung
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Abbildung 3.13  Untersuchung der Protein-Protein-Interaktion von
mOSM und den mOSM-RFPs unter nicht-denaturierenden Bedingungen
in der blue native PAGE
35 ng mOSM wurden mit jeweils 200 ng der mOSM-RFPs  mit Ausnahme des
mOSM-RFP3, bei dem aufgrund der schlechten Expressionsrate 200 ng nicht erreicht
werden konnte - für 30 min bei RT präinkubiert (molares Verhältnis ca. 1:1) und die
Proteinkomplexe unter Anwesenheit von Coomassie Brilliant blue G-250 auf einem
nativen Gradientengel (4-16 % Polyacrylamid) aufgetrennt. Nach Western blotting
wurden die Proteinbanden nacheinander mit einem FLAG R©-Antikörper und einem
mOSM-Antikörper analysiert.
gegen mOSM. Ziel war es, gegenüber der mOSM-Kontrolle einen durch die Bindung
an die Fusionsproteine bedingten shift der Laufhöhe des Zytokins auf das Niveau
der Inhibitoren zu zeigen.
Die Laufeigenschaften der anti-FLAG R©-detektierten Fusionsproteine im nativen Gel
(Abb. 3.13, oberer Blot) entsprachen imWesentlichen denen in der SDS-PAGE. Ban-
den in den Laufspuren, in denen mOSM anwesend war, erschienen gegenüber Lauf-
spuren ohne Zytokin von geringerer Intensität. In der Laufspur des mOSM-RFP1
in Anwesenheit von mOSM zeigt sich eine diskrete Doppelbande als Zeichen des
mOSM-bedingten shifts (Abb. 3.13, oberer Blot, linker weißer Pfeil). Beides kann
als Zeichen für einen durch mOSM bedingten shift der Fusionsproteine auf eine hö-
here Laufhöhe gedeutet werden. Im anti-mOSM-gefärbten Western Blot zeigte sich
ein kompletter shift des mOSM durch die mOSM-RFP1 und 2 (Abb. 3.13, unterer
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Blot). Unerwartet führten auch mOSM-RFP3 und 4, die in den vorangegangenen
Zellkulturexperimenten keine sichtbare Aﬃnität zu mOSM gezeigt hatten, zu einem
allerdings inkompletten shift des Zytokins. Bemerkenswert war zudem, dass die in-
versen Fusionsproteine - bei gleicher Proteingröße wie RFP 1 und 2 - das Zytokin auf
ein sehr viel höheres Niveau shifteten. In der FLAG R©-Färbung des Western Blots
zeigte sich zudem eine sehr schwache Bande (Abb. 3.13, oberer Blot, rechter wei-
ßer Pfeil), die bei Deckung beider Blots auch der Laufhöhe des geshifteten mOSM
entsprach.
Abbildung 3.14 zeigt die quantitative Analyse der Bandenintensität der einzelnen
Fusionsproteine und des geshifteten mOSM, welche Aufschluss über die jeweilige
shifting-Kapazität gab. Mit Hilfe der Software imageJ wurden die Laufspuren, die
mOSM enthielten, sowie die Laufspuren, die nur Fusionsprotein enthielten, markiert
und der Intensitätsverlauf des Chemilumineszenzsignals graﬁsch dargestellt. Unter
dem peak des Signals wurde das Integral gebildet, welches als Messgröße der Ban-
denintensität diente und gleichzeitig das Hintergrundsignal ausblendete. Die Inten-
sitäten der Signale der Fusionsproteine wurden zu den Signalen des dazugehörigen
mOSM-shifts in Relation gesetzt. Wie erwartet, wiesen mOSM-RFP1 und 2 eine glei-
chermaßen hohe Bindungskapazität für mOSM auf. Überraschenderweise entsprach
die Bindungskapazität des mOSM-RFP3 immerhin der Hälfte und mOSM-RFP4 gut
einem Sechstel der Bindungskapazität der potenteren, in Analogie zum mLIF-RFP
angeordneten Inhibitoren.
Eine Möglichkeit, die Fusionsproteine und das mOSM in einer Messung gezielt zu
detektieren und die Bilder genau aufeinander zu projizieren bietet der Fluoreszenz-
scanner Typhoon. Hierbei können Banden präzise zueinander in Relation gesetzt
werden. Ein natives Gel wurde in gleicher Weise angefertigt wobei mOSM-RFP1
und 4 in angegebenen Mengen mit mOSM präkinkubiert und im elektrischen Feld
aufgetrennt wurden. Nach blotting und Blocken mit 10 % BSA wurde der Blot gleich-
zeitig mit einem anti-FLAG R©-Antikörper und einem Antikörper, der gegen murines
OSM gerichtet war, inkubiert. Die Erstantikörper wurden im Folgenden mit spe-
ziﬁschen Cy2- bzw. Cy3-gekoppelten Zweitantikörpern markiert. Die so mit Fluo-
rochromen besetzten Proteinbanden konnten nun im Fluoreszenz-scanner sichtbar
gemacht werden. Cy2 wurde hierfür mit einer Wellenlänge von 488 nm angeregt und
das emittierte Licht nach Durchtritt durch einen Bandpassﬁlter (500 bis 540 nm)
detektiert. Die Fluoreszenz des Cy3 wurde mit einer Wellenlänge von 532 nm an-
geregt und ebenfalls nach Durchtritt durch einen Bandpassﬁlter (565 bis 595 nm)
ermittelt.
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Abbildung 3.14  Quantitative Analyse der shifting-Kapazität der vier
mOSM-RFPs
A. Die Intensitäten der im oberen Teil der Abbildung durch Kästen hervorgehobenen
Areale wurden mit Hilfe der Software imageJ für wissenschaftliche Bildanalysen quan-
tiﬁziert (bezogen vom National Institutes of Health, NIH).
B. Graﬁken zu den jeweiligen Laufspuren. Die Integrale unter den Kurvenspitzen sind
ein Maß für die Signalintensität. Die Werte sind in der Tabelle zusammengefasst, wo
auch die Quotienten aus den mOSM/RFP-Intensitäten aufgeführt sind. Diese Abbil-
dung wurde freundlicherweise von G. Müller-Newen, Institut für Biochemie, zur Ver-
fügung gestellt.
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Abbildung 3.15  Analyse des Protein-shifts von mOSM und den mOSM-
RFPs unter nicht-denaturierenden Bedingungen in der bn-PAGE am
Fluoreszenz-Scanner Typhoon
17,5 ng mOSM wurden mit den angegebenen Mengen mOSM-RFP1 und 4 für 30 min
präinkubiert und unter oben beschriebenen Bedingungen in der bn-PAGE aufgetrennt.
Mittels Western blotting wurden die Proteinkomplexe auf eine low-background PVDF-
Membran übertragen, welche im Folgenden gleichzeitig mit Maus-anti-FLAG R©- und
Ziege-anti-mOSM-Antikörpern inkubiert wurden. Hieran schloss sich eine Detektion
mit den Fluorochrom-gekoppelten Zweitantikörpern Esel-anti-Ziege-Cy2 und Esel-anti-
Maus-Cy3 an. Die Fluorochrom-markierten Proteine wurden am Fluoreszenz-Scanner
Typhoon detektiert. Die Blotmembran wurde gestrippt und mOSM mit Hilfe eines HRP-
gekoppelten Antikörpers nach Zugabe von ECL analysiert.
Man erkennt deutlich von mOSM-RFP1 geshiftetes mOSM im ﬂuoreszenzgefärb-
ten Blot (Abb. 3.15, oben links), wenngleich die im Anschluss angefertigte Analy-
se mittels Chemilumineszenz eine höhere Sensitivität zu haben scheint und auch
von mOSM-RFP4 geshiftetes, sowie freies mOSM erkennen lässt (Abb. 3.15, oben
rechts). mOSM wird durch mOSM-RFP4 wiederum auf ein einer höheren Mole-
külmasse entsprechendes Niveau geshiftet als durch mOSM-RFP1. Die FLAG R©-
markierten Fusionsproteine laufen in der Überlagerung (Overlay, Abb. 3.15, unten
rechts) beider Blots stets niedriger als die Banden des mOSM. Oﬀensichtlich wird
das FLAG R©-Epitop durch die Zytokinbindung verdeckt und ist für den FLAG R©-
Antikörper nicht mehr zugänglich und das geshiftete Fusionsprotein kann auf dem
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Western Blot kaum mehr detektiert werden (siehe auch Abb. 3.13, weiße Pfeile,
oberer Blot). Diese Überlegung wäre zudem eine mögliche Erklärung der Probleme,
die stets beim Versuch einer Co-IP von mOSM und den mOSM-RFPs auftraten.
Aus den Laufeigenschaften der Zytokin-Inhibitor-Komplexe lässt sich auf ihre Stö-
chiometrie schließen. Wie bereits erwartet, scheinen mOSM-RFP1 und 2 mOSM in
einer 1:1-Konstellation zu binden und somit zu inhibieren. Die inversen Fusions-
proteine hingegen scheinen mOSM nur in einem Komplex aus einem RFP-Dimer
in einer 2:2- oder 2:1-Formation binden zu können, wobei in Hinblick auf Abbil-
dung 3.12 von einem Vorliegen präformierter Dimere der inversen Fusionsproteine
ausgegangen werden kann.
3.1.10 Stabile Expression der mOSM-RFPs in Säugerzellkultur
Alle Zellkultur-Versuche dieser Arbeit wurden mit Überständen von Zellen durchge-
führt, die mit Expressionsplasmiden, die für die mOSM-RFPs codierten, transient
transﬁziert wurden. Nach eingehender Charakterisierung der vier Konstrukte hat
sich gezeigt, dass mOSM-RFP1 einen potenten Inhibitor von mOSM darstellt. In
diesem Konstrukt steht das Fragment des mOSMR dem Fragment des mgp130 vor-
an, weiterhin führt die Anwesenheit der ersten Domäne des mgp130 im mOSM-RFP2
weder zu einem Anstieg der Aﬃnität noch der Expression. Für weiterführende Expe-
rimente sowie für die Kryokonservierung wurden daraufhin stabile Expressionszell-
linien mit Hilfe des Flp-In T-Rex-Systems hergestellt. Die Expression konnte durch
Zugabe von Doxycyclin zum Zellkulturmedium induziert werden. Geeignete Klone
wurden nach Expressionsstärke und Funktionsfähigkeit der durch Doxycyclin regu-
lierten Expression ausgewählt. Die von den HEK293 Flp-in T-Rex mOSM-RFP1-4
hergestellten Inhibitoren konnten jeweils im RIPA-Volllysat der stabilen HEK293-
Zellen sowie in der TCA-Proteinfällung aus dem Zellkulturüberstand nachgewiesen
werden. Im unkonzentrierten Überstand war die Menge an Fusionsprotein unterhalb
der Nachweisgrenze des FLAG R©-Antikörpers (Abb. 3.16). Die größere Molekülmas-
se der Fusionsproteine im Überstand gegenüber dem Lysat erklärte sich durch die
Glykosylierung der sezernierten Proteine. Sie liefen daher etwas langsamer durch
das Polyacrylamidgel.
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Abbildung 3.16  Stabile Expression von mOSM-RFP1-4 in HEK293 Flp-
In T-Rex Zellen
HEK293 Flp-In T-Rex Zellen wurden stabil mit den Expressionsplasmiden der vier
mOSM-RFPs transﬁziert und mit Hilfe von Hygromycin B und Blasticidin selektio-
niert. Die Expression der Inhibitoren wurde durch Zusatz von 10 ng/ml Doxycyclin
für 24 h ohne Kälberserum und Hygromycin induziert. Die Zellkulturüberstände wur-
den geerntet und die Zellen in üblicher Weise lysiert. Die Überstände wurden pur und
nach einer TCA-Proteinfällung, die Volllysate ebenfalls pur in einer SDS-PAGE aufge-
trennt. Nach Western blotting wurden die Proteine mittels eines FLAG R©-Antikörpers
analysiert. Als Positivkontrolle (PK) diente 10-fach aufkonzentrierter Zellkulturüber-
stand nach transienter Transfektion von HEK293 mit den Expressionsvektoren der vier
mOSM-RFPs.
3.2 Konstruktion von mOSM-RFP/Fc-Fusionsproteinen zur
Verbesserung der Pharmakokinetik
Die beiden Untereinheiten des bereits im klinischen Einsatz beﬁndlichen TNF-α-
Rezeptorfusionsproteins Etanercept und auch die Untereinheiten der cytokine traps
werden durch die Fusionierung mit dem konstanten Teil eines IgG-Antikörpers di-
merisiert. Neben der durch zwei Disulﬁdbrücken vermittelten Dimerisierung bringt
die Verwendung eines solchen Fc-tags jedoch auch Vorteile hinsichtlich der Pharma-
kokinetik sowie des Expressionslevels. Als Plasmaproteine besitzen Antikörper von
Natur aus eine lange Plasmahalbwertszeit, welche über das Fc-Fragment vermittelt
wird. Gentechnisch manipulierte Fc-tags verfügen darüber hinaus über eine weitere
Verlängerung der Halbwertzeit von Fc-Fusionsproteinen im Plasma [111, 112] und
bieten zudem die Möglichkeit, Einﬂuss auf die Fc-vermittelte Zytotoxizität (ADCC
(antibody-dependent cellular cytotoxicity) und CDC (complement dependent cytoto-
xicity)) zu nehmen [113]. Insbesondere im Hinblick auf spätere in vivo-Experimente
in einem Entzündungsmodell in der Maus wäre es von Vorteil, eine fusionsproteinbe-
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dingte Zellschädigung zu vermeiden. Für einen späteren Einsatz in vivo ermöglichen
homodimere Fc-Fusionsproteine als Single-Gene-Konstrukte einen einfachen Gen-
transfers in den Organismus durch Transfektion mittels viraler Vektoren oder die
Herstellung transgener Tiere. Die Isolierung der rekombinanten Proteine aus dem
Plasma wird durch den Fc-tag ebenfalls vereinfacht und kann mit Hilfe einer Aﬃni-
tätschromatograﬁe mit immobilisiertem Protein-A oder Protein-G geschehen.
Die hoch-aﬃnen und speziﬁschen mOSM-Inhibitoren mOSM-RFP1 und 2 wurden
ausgewählt und mit einem murinen Fc-tag fusioniert. Der FLAG R©-tag wurde hierbei
durch die Fc-Region ersetzt, die Kozak-Sequenz sowie die Signalsequenz des Präpro-
trypsins wurden von den bestehenden Konstrukten übernommen. Die verwendete
Fc-Region umfasste neben der CH2- und CH3-Region der schweren Kette des IgG
auch die hinge-Region, die es dem Rezeptorfusionsprotein als ﬂexibler Verbindung
ermöglichte, ungehindert die funktionale räumliche Anordnung einzunehmen. Der
ausgewählte IgG2A-tag führte aufgrund einer Mutation der Aminosäuresequenz zu
einer Reduktion der durch den Fc-tag vermittelten ADCC (antibody-dependent cel-
lular cytotoxicity) und CDC (complement dependent cytotoxicity). Abbildung 3.17
zeigt die schematische Darstellung der neuen Fc-Fusionsproteine.
Abbildung 3.17  Schematische Darstellung der Struktur der mOSM-
RFP/Fc-Fusionsproteine im Vergleich zu einem IgG-Antikörper
Der FLAG R©-tag von mOSM-RFP1 und 2 wurde durch einen Fc-tag ersetzt, welcher
die Homodimerisierung unter Ausbildung von Disulﬁdbrücken ermöglichte. Die hinge-
Region des Fc-tags dient der Flexibilität beider Untereinheiten. Als linker dient weiter-
hin AGS-41. Disulﬁdbrücken sind durch rote Striche gekennzeichnet. Die leichte Kette
des Antikörpers ist in Gelbtönen, die schwere Kette in Grautönen dargestellt.
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3.2.1 Expression der mOSM-RFP/Fc-Fusionsproteine
Die Fc-getaggten Rezeptorfusionsproteine wurden in den pcDNA5/FRT/TOspez-
Vektor kloniert. Die Überstände transient transﬁzierter HEK293-Zellen wurden nach
48 h geerntet und in Zentrifugalkonzentratoren 10-fach aufkonzentriert.
Abbildung 3.18  Expressionskontrolle der Fc-Fusionsproteine in aufkon-
zentrierten Zellkulturüberständen transient transﬁzierter HEK-Zellen
HEK293-Zellen wurden mit 4 µg der für das jeweilige Fc-Fusionsprotein kodierenden
DNS im pcDNA5/FRT/TOspez-Vektor transﬁziert. Die Zellkulturüberstände wurden
nach 48 h geerntet, von Zelltrümmern befreit und in einem Zentrifugalkonzentrator
10-fach aufkonzentriert. Die Überstände wurden nach SDS-PAGE und Western blot-
ting mit einem HRP-konjugierten Ziege-anti-Maus-Antikörper, der den Fc-tag erkann-
te,analysiert. Als Positivkontrolle (PK) diente in gleicher Menge eingesetzter, 10-fach
aufkonzentrierter Zellkulturüberstand von HEK293-Zellen nach transienter Transfek-
tion mit dem mOSM-RFP1-Expressionsvektor
Im Western Blot zeigte sich ein mit dem mOSM-RFP1 vergleichbares Expressionsle-
vel. Unter den denaturierenden Bedingungen der SDS-PAGE lagen die Fusionsprote-
ine bei reduzierten Disulﬁdbrücken monomer vor. Durch den angehängten Fc-tag lie-
fen die Rezeptorfusionsproteine jeweils ca. 25-30 kD höher als das FLAG R©-getaggte
mOSM-RFP1. Diese Größendiﬀerenz entsprach der Hälfte der Molekülmasse der
schweren Kette des IgG, die mit 50 kD angegeben wird. mOSM-RFP2/Fc lief im Ein-
klang mit der Expressionskontrolle der FLAG R©-getaggten Fusionsproteine aufgrund
der zusätzlich enthaltenen ersten Domäne des mgp130 ein wenig höher als mOSM-
RFP1/Fc. Somit lief mOSM-RFP1/Fc bei etwa 150 kD und mOSM-RFP2/Fc bei
165 kD (Abb. 3.18). Die kalkulierten molaren Massen der unglykosylierten Proteine
betrugen hier 115 kD für das mOSM-RFP1/Fc und 126 kD für mOSM-RFP2/Fc.
3.2.2 Koimmunpräzipitation der mOSM-RFP/Fc-Fusionsprotein
Ein großer Vorzug des Fc-tags bestand in der Möglichkeit, die Fusionsproteine direkt
über Protein-G- oder Protein-A-gekoppelte beads aus dem Zellkulturüberstand zu
isolieren. Gleichzeitig konnte in einer Koimmunpräzipitation die Aﬃnität der dime-
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Abbildung 3.19  Koimmunpräzipitation von mOSM und den Fc-
Fusionsproteinen
Zur Überprüfung der Aﬃnität der Fc-Fusionsproteine zu mOSM wurden die Inhibitoren
im Überschuss mit 10 µl Protein-G-gekoppelter Dynabeads auf dem Überkopfschüttler
inkubiert. Hierbei wurde der Fc-tag am Protein G immobilisiert. Nach einem Wasch-
schritt und Absättigung der unspeziﬁschen Bindungsstellen mit 10 % BSA wurden die
immobilisierten Fusionsproteine in 50 nM mOSM geschüttelt. Die magnetischen Dyna-
beads mit den immobilisierten Fusionsproteinen und dem aﬃnitätsgebundenen mOSM
wurden auf dem Magnetständer präzipitiert, gewaschen, in Anwesenheit von SDS für 5
min bei 95◦C denaturiert und in einer 12,5 %-SDS-PAGE aufgetrennt. Nach Western
blotting wurden die koimmunpräzipitierten Proteine nacheinander mit einem mFc-
und einem mOSM-Antikörper analysiert. Als Positivkontrolle wurde 20 ng mOSM
bzw. 15 µl aufkonzentrierter, mOSM-RFP1/Fc-haltiger Zellkulturüberstand aufgetra-
gen. Als Negativkontrolle wurden Dynabeads mit mOSM inkubiert.
ren Fusionsproteine zu mOSM untersucht werden. Beide Fusionsproteine waren in
der Lage, mOSM aus dem Überstand zu präzipitieren und zeigten somit wie erwar-
tet unabhängig von der Anwesenheit der ersten Domäne des mgp130 auch als Dimer
eine hohe Aﬃnität zu mOSM (Abb. 3.19). Hierbei ist davon auszugehen, dass jeweils
ein Inhibitor-Dimer zwei Moleküle mOSM binden kann.
3.2.3 mOSM-RFP/Fc-Fusionsproteine beeinﬂussen die IL-6-induzierte
STAT3-Phosphorylierung nicht
Im Zellkulturexperiment sollte die Aﬃnität von mOSM-RFP1/Fc und
mOSM-RFP2/Fc zu mOSM untersucht werden. Der Versuchsaufbau entsprach
dabei dem in Abbildung 3.4, bei dem die monomeren, FLAG R©-getaggten Rezep-
torfusionsproteine auf MEF-Zellen eingesetzt wurden. Interessanterweise enthielt
mOSM-RFP2/Fc mit Domänen 1-3 alle Domänen des mgp130, die für die Bindung
von mIL-6 erforderlich sind. Jostock et al. zeigten, dass die extrazellulären Domänen
des gp130 nach Dimerisierung durch einen fusionierten Fc-tag in Anwesenheit des
sIL-6Rα ein wirkungsvoller Inhibitor des IL-6-trans-signaling sind [114]. Durch die
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Abbildung 3.20  Untersuchung des Eﬀekts der mOSM-RFP/Fc-
Fusionsproteine auf die mOSM-, bzw. mIL-6/mIL-6Rα-induzierte STAT3-
Phosphorylierung in MEF-Zellen
MEF-Zellen wurden für 20 min bei 37 ◦C mit je 5 ng/ml mOSM oder 20 ng/ml mIL-6
und 500 ng/ml sIL-6Rα in An- oder Abwesenheit der mOSM-RFP/Fc-Fusionsproteine
(50 µl 10-fach aufkonzentrierter HEK-Überstand auf 1 ml Zellkulturmedium) sowie der
bereits bewährten mOSM-RFP1 und 2 stimuliert. Als Kontrolle (Kontroll-ÜS) wurde
10-fach aufkonzentrierter Zellkulturüberstand mock-transﬁzierter HEK293-Zellen auf-
getragen. Die Volllysate der Zellen wurden nach SDS-PAGE und Western blotting mit
einem phospho-STAT3- oder STAT3-Antikörper analysiert. GAPDH diente als Lade-
kontrolle.
Fc-vermittelte, parallele Homodimerisierung des mOSM-RFP2 hätte demnach ein
Fusionsprotein entstehen können, das neben der inhibitorischen Aktivität gegenüber
mOSM auch mit mIL-6 in Anwesenheit des sIL-6Rα hätte interagieren können.
mOSM-RFP1/Fc hätte in diesem Fall als Negativkontrolle gedient, da es die für die
mIL-6-Bindung essenzielle, erste Domäne des mgp130 nicht enthielt.
Wie erwartet führte ein Überschuss beider Fusionsproteine im Zellkulturüberstand
zu einer vollständigen Inhibition der mOSM-induzierten STAT3-Phosphorylierung.
Auf die mIL-6-vermittelte STAT-3-Phosphorylierung in Anwesenheit des löslichen
IL6-Rα zeigten jedoch weder mOSM-RFP1/Fc noch mOSM-RFP2/Fc einen erkenn-
baren Eﬀekt im Vergleich zur Positivkontrolle (Abb. 3.20). Dieses Resultat wider-
spricht der Annahme, dass mOSM-RFP2/Fc analog zum dimeren mgp130 in der
Lage ist, mIL-6 in Anwesenheit von sIL6-Rα mit hoher Aﬃnität zu binden. Ei-
ne mögliche Erklärung ist die Blockade der ersten Domäne des mgp130 durch den
Oligopeptid-linker. Sowohl in dem in unserem Labor entwickelten mIL-6-RFP als
auch im dimeren mgp130 von Jostock et al. liegt das N-terminale Ende der ersten
Domäne frei vor. Es ist demnach möglich, dass eine nicht frei zugängliche Domä-
ne 1 in der Ausbildung des Zytokin-Fusionsprotein-Komplexes beeinträchtigt wird
und somit die korrekte Wirkung der Inhibitoren gegenüber IL-6/sIL-6Rα verhindert
wird.
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Zusammenfassend konnte für mOSM-RFP1/Fc und mOSM-RFP2/Fc eine mit den
FLAG R©-getaggten Fusionsproteinen vergleichbare Expressionsrate erzielt werden.
Die hohe Aktivität der Inhibitoren gegenüber mOSM blieb auch nach der Fc-
vermittelten Dimerisierung bestehen.
3.3 Klonierung von Vektoren zur viralen Expression der
murinen Rezeptorfusionsproteine
Neben dem in dieser Arbeit vorgestellten murinen OSM-RFP stehen mit mIL-6-RFP
und mLIF-RFP insgesamt drei gut charakterisierte murine Rezeptorfusionsproteine
zur Verfügung, die das jeweilige Zytokin hochaﬃn und mit hoher Speziﬁtät binden.
Dies wurde bisher jedoch nur in vitro unter Zellkulturbedingungen - im Falle des
mOSM-RFP1 auch auf primären murinen Hepatozyten - gezeigt.
In etablierten Tiermodellen humaner Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis oder
chronisch entzündliche Darmerkrankungen könnten die Fusionsproteine in vivo ein-
gesetzt werden, um als Werkzeug in der Erforschung der Rolle von IL-6-Typ Zyto-
kinen und langfristig als möglicher neuer Therapieansatz zu dienen. Die Rezeptor-
fusionsproteine könnten als rekombinant hergestellte Proteine infundiert oder mit
Hilfe adenoviraler Vektoren direkt im Versuchstier exprimiert werden. Aufgrund der
aufwändigen Expression und Aufreinigung der rekombinanten Proteine in entspre-
chenden Mengen wäre der Gentransfer durch Adenoviren vorzuziehen.
In Zusammenarbeit mit dem Institut für Klinische Chemie und Pathobiochemie,
RWTH Aachen, wurden basierend auf dem AdEasy R©-System drei Virenstämme
für die murinen Rezeptorfusionsproteine generiert. Hierfür wurde die entsprechen-
de DNS zunächst in den adenoviralen Shuttlevektor (pShuttle-CMV) einkloniert;
im Institut für Klinische Chemie wurden nachfolgend Viren durch homologe Re-
kombination hergestellt und isoliert. Abbildung 2.1 zeigt schematisch den Ablauf
der Herstellung rekombinanter Adenoviren mit dem AdEasy R©-System. Die weitere
Charakterisierung der Viren zunächst in der Zellkultur erfolgte in unserem Labor
und wurden freundlicherweise von A. Küster, Institut für Biochemie, durchgeführt.
Als mOSM-RFP wurde das mOSM-RFP1 ausgewählt, das bei der geringsten Mole-
külmasse die besten Inhibitoreigenschaften gezeigt hatte.
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Abbildung 3.21  Transfektion von COS7-Zellen als Funktionskontrolle der
pShuttle-CMV-Vektoren
COS7-Zellen wurden mit 4 µg der angegebenen Vektoren transﬁziert. 4 h nach der
Transfektion wurde ein Mediumwechsel auf FCS-freies DMEM durchgeführt. Die Zell-
kulturüberstände wurden nach 48 h geerntet, von Zelltrümmern befreit und in ei-
nem Zentrifugalkonzentrator 10-fach aufkonzentriert. Die Zellen wurden mit RIPA-
Puﬀer lysiert. Volllysate (A) sowie einfache und aufkonzentrierte Überstände (B)
wurden nach SDS-PAGE und Western blotting mit einem anti-FLAG R©/anti-V5-
Antikörpergemisch analysiert. Als Negativkontrolle diente der pcDNA5 FRT/TO-
Leervektor.
3.3.1 Transfektion von COS7 mit AdEasy R©-pShuttle-Vektoren
Nach Abschluss der Klonierung wurde zunächst die Funktionsfähigkeit der drei
Shuttlevektoren untersucht. Hierfür wurden COS7-Zellen vergleichend mit 4 µg
der Shuttlevektoren und den jeweiligen Konstrukten im pcDNA3- bzw. pcDNA5-
Expressionsvektor transient transﬁziert. Nach 48 h wurden die Überstände geerntet
und in Zentrifugalkonzentratoren 10-fach aufkonzentriert. Die Zellen wurden mit
RIPA-Puﬀer lysiert. Überstände und Volllysate wurden in einer SDS-PAGE aufge-
trennt und die Proteinbanden nach Western blotting analysiert. Hierfür wurde ein
Gemisch aus anti-V5- und anti-FLAG R©-Antikörper eingesetzt, um gleichzeitig das
V5-getaggte mIL-6-RFP und die FLAG R©-getaggten mLIF-RFP und mOSM-RFP
detektieren zu können.
mIL-6-RFP zeigt in den Lysaten bei beiden Vektoren eine gleichermaßen
schwache Expression. mOSM-RFP zeigt dagegen im Vergleich zum pcDNA5-
Expressionsvektor im viralen Vektor eine deutlich geringere Expression, während
mLIF-RFP bei beiden Vektoren jeweils mittelstarke Banden zeigt (Abb. 3.21A). Im
Gegensatz hierzu kann in den aufkonzentrierten Überständen der mit für mIL-6-RFP
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kodierenden Vektoren transﬁzierten Zellen eine starke Expression des Fusionspro-
teins nachgewiesen werden, so dass für dieses Protein von einer sehr eﬃzienten Se-
kretion ausgegangen werden kann. Dagegen gleicht beim mOSM-RFP das Bild dem
Ergebnis der Lysate, bei welchen der virale Vektor in der Fusionsprotein-Expression
zurückliegt. mLIF-RFP zeigt auch in den Überständen eine gleichmäßige, eher
schwächere Expression. In den einfachen Überständen scheint die Proteinkonzentra-
tion durchweg unterhalb der Nachweisgrenze zu liegen (Abb. 3.21B). Grundsätzlich
zeigen somit alle virale Vektoren eine intakte Proteinexpression, wobei durchaus
Unterschiede zwischen den einzelnen Vektoren festzustellen sind. Insbesondere in
Bezug auf das mIL-6-RFP ist jedoch bereits früher eine weitaus höhere Expressi-
onsrate im Vergleich zu den anderen Fusionsproteinen aufgefallen. Das mOMS-RFP
zeigt speziell im viralen Vektor eine sehr eingeschränkte Expression. Sowohl im
pcDNA5-Expressionsvektor als auch im viralen Shuttlevektor steht das Gen unter
der Kontrolle des CMV-Promotors; somit wäre bei der Transfektion der gleichen
Zellart eine vergleichbare Expression zu erwarten gewesen. Der deutlich einge-
schränkten Expressionsrate von mOSM-RFP im Shuttlevektor liegt möglicherweise
ein Defekt des Vektors zugrunde.
3.3.2 Überprüfung der Expression der Fusionsproteine nach Infektion
von HEK293- und COS7 mit den rekombinaten Adenoviren
Aus den in unserem Labor klonierten und überprüften Shuttle-Vektoren wurden im
Institut für Klinische Chemie und Pathobiochemie rekombinante Viren generiert und
uns als hochtitrige Virenstocks zur Verfügung gestellt. Die Eﬃzienz des Gentransfers
durch die rekombinanten Adenoviren wurde in vitro in der Zellkultur vergleichend
auf HEK293- und COS7-Zellen analysiert. Hierfür wurden die Zellen mit einer deﬁ-
nierten Konzentration der Viren inﬁziert und die Zellkulturüberstände und Lysate
nach 48 h auf die Fusionsproteinexpression hin untersucht.
In der Acetonfällung aus den Überständen der inﬁzierten HEK293-Zellen sind
mIL-6-RFP und schwächer auch mLIF-RFP nachweisbar, nicht jedoch in den Über-
ständen der COS7-Zellen. mOSM-RFP ist in keinem der Überstände nachweisbar
(Abb. 3.22A). Dieses Ergebnis korreliert mit den Expressionsraten der pShuttle-
Plasmide in den Überständen transﬁzierter COS7-Zellen. In den einfachen Über-
ständen der HEK293-Zellen zeigen wiederum mIL-6-RFP und mLIF-RFP eine Ban-
de knapp oberhalb der Nachweisgrenze. Für mOSM-RFP ist allenfalls der Hauch
einer Bande zu erahnen. In den einfachen Überständen der COS7-Zellen lassen sich
wie erwartet keine Fusionsproteine nachweisen. Umgekehrt verhält es sich in den
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Abbildung 3.22  Infektion von HEK293- und COS7-Zellen mit rekombi-
nanten Adenoviren
HEK293- und COS7-Zellen wurden auf 6 cm-Schalen ausgesät und mit 2 x 108 Virio-
nen/ml in 2 ml DMEM und 4 % FCS wie angegeben inﬁziert. 17,5 h nach der Infektion
wurde ein Mediumwechsel auf FCS-freies DMEM durchgeführt. Die Zellkulturüberstän-
de wurden nach 48h geerntet, von Zelltrümmern befreit und mit 1 ml Aceton gefällt.
Die Zellen wurden mit 300 µl RIPA-Puﬀer lysiert. Acetongefällte Überstände (A) so-
wie die einfachen Überstände und die Volllysate (B) wurden nach SDS-PAGE und
Western blotting mit einem anti-FLAG R©/anti-V5-Antikörpergemisch analysiert. Als
Postitivkontrolle dienten in HEK293-Zellen hergestelltes mIL-6-RFP und in Insekten-
zellen exprimiertes mLIF-RFP.
Lysaten der inﬁzierten HEK293- und COS7-Zellen. In den Volllysaten der HEK293-
Zellen lassen sich keine Fusionsproteine nachweisen; diese scheinen vollständig in
den Zellkulturüberstand sezerniert zu werden. In den COS7-Zellen dagegen sind
mIL-6-RFP und - wiederum etwas schwächer - mLIF-RFP nachweisbar, mOSM-RFP
ist nicht detektierbar (Abb. 3.22B). Demnach scheinen die COS7-Zellen die expri-
mierten Fusionsproteine sehr viel schwächer zu sezernieren als die HEK293-Zellen,
so dass sie innerhalb der Zelle akkumulieren und nur in den Lysaten nachgewiesen
werden können. mOSM-RFP ist in keinem Fall nachweisbar, was, auch in Hinblick
auf Abbildung 3.21 auf ein Problem auf der Ebene des Shuttlevektors hinweist.
3.3.3 Überprüfung der Expression der Fusionsproteine nach Infektion
primärer muriner Hepatozyten
Primäre murine Hepatozyten kommen den in vivo-Verhältnissen im Mausmodell
näher als immortalisierte HEK293- oder COS7-Zellen. Da sich in den beiden vor-
angegangenen Experimenten gezeigt hatte, dass mIL-6-RFP das nach adenovira-
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Abbildung 3.23  Infektion von primären murinen Hepatozyten mit dem
rekombinanten mIL-6-RFP-Adenovirus
Primäre murine Hepatozyten von 2 verschiedenen Mäusen wurden auf je 2 6 cm-
Schalen ausgesät und einen Tag im Hepatozytenmedium belassen. Am Folgetag wurde
das Medium durch 2 ml Medium, das 4 % FCS enthielt, ersetzt und je 1 Platte pro
Maus mit 108 Virionen/ml des mIL-6-RFP-Virusstocks inﬁziert. 4 h nach der Infekti-
on wurde ein Mediumwechsel auf 4 ml FCS-freies Medium durchgeführt und die Zellen
72 h inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellkulturüberstände geerntet, von Zelltrüm-
mern befreit und mit Mini-Zentrifugalkonzentratoren 10-fach aufkonzentriert. Die Zel-
len wurden mit 300 µl RIPA-Puﬀer lysiert. Volllysate (A) sowie einfache und 10-fach
aufkonzentrierten Überstände (B) wurden nach SDS-PAGE und Western blotting mit
einem anti-FLAG R©/anti-V5-Antikörpergemisch bzw. einem anti-V5-Antikörper ana-
lysiert. Als Postitivkontrolle (Ko) dienten in HEK293-Zellen hergestelltes mIL-6-RFP
und in Insektenzellen exprimiertes mLIF-RFP.
lem Gentransfer am besten exprimierte Fusionsprotein war, wurden primäre murine
Hepatozyten mit den entsprechenden rekombinanten Adenoviren inﬁziert und die
Expression der Fusionsproteine in den Volllysaten und Überständen untersucht.
Weder in den Volllysaten der primären murinen Hepatozyten noch in den einfachen
Zellkulturüberständen konnte mIL-6-RFP nachgewiesen werden (Abb. 3.23A,B).
In den 10-fach konzentrierten Überständen der inﬁzierten Zellen beider Mäuse
konnte hingegen das Fusionsprotein mit vergleichbarer Intensität detektiert werden
(Abb. 3.23B). Dies spricht dafür, dass das in den Zellen exprimierte Fusionsprotein
zügig sezerniert und daher in den Zelllysaten nicht nachweisbar ist. In den einfachen
Zellkulturüberständen scheint die Proteinkonzentration unterhalb der Nachweisgren-
ze zu liegen.
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4 Diskussion
4.1 Klonierung und Charakterisierung eines Inhibitors für
murines Onkostatin M
Je speziﬁscher ein Therapeutikum wirkt, desto besser lassen sich unerwünschte Ne-
benwirkungen vermeiden. Die Entwicklung eines solchen Medikamentes erfordert
umfangreiche Kenntnisse in verschiedenen Disziplinen. Zunächst müssen die Erkran-
kungen erforscht und die molekularen Pathomechanismen erkannt werden. Wird für
eine Krankheit die überschießende Produktion eines Faktors als Ursache nachge-
wiesen, kann dieser Faktor als target für ein neues Therapieverfahren dienen. Die
speziﬁsche Neutralisierung eines komplexen Proteins stellt nach wie vor eine Her-
ausforderung dar. Zytokine interagieren über mehrere Bindungsﬂächen (sites) mit
ihren jeweiligen Rezeptoruntereinheiten. Erst das korrekte Wechselspiel der intera-
gierenden Proteine macht die hochspeziﬁsche Bindung möglich [115].
4.1.1 Evaluation der mOSM-Rezeptorfusionsproteine als Inhibitoren für
mOSM
mOSM-RFP als hoch-aﬃner mOSM-Inhibitor
Die vorliegende Arbeit zeigt die Entwicklung und das Potential eines Inhibitors
für murines Onkostatin M, welcher aus den zytokinbindenden Domänen der Rezep-
toruntereinheiten mpg130 und mOSM aufgebaut ist. Weiterhin wurde untersucht,
wie die Anwesenheit der ersten Domäne des mgp130 sowie die Anordnung beider
Rezeptoruntereinheiten zueinander die Funktionalität und Proteinexpression beein-
ﬂussen. Der beste der potentiellen mOSM-Inhibitoren sollte anhand der Kriterien
Aﬃnität, Expressionsrate und niedriges Molekulargewicht ausgewählt werden. Die
Fähigkeiten der vier mOSM-RFP, die mOSM-induzierte STAT3-Phosphorylierung
zu unterdrücken, wurde auf MEF-Zellen in Zellkulturexperimenten untersucht.
mOSM-RFP1 und 2, die analog zum mLIF-RFP [62] aufgebaut waren und aus den
ersten vier Domänen des mOSMR und - fusioniert über den linker AGS-41 - Do-
mäne 2 bis 3 bzw. 1 bis 3 des mgp130 bestanden, hemmten die mOSM-induzierte
STAT3-Phosphorylierung gleichermaßen eﬀektiv (siehe Abb. 3.4). In einer mOSM-
Konzentrationsreihe wurde gezeigt, dass dieser Eﬀekt absättigbar ist (Abb. 3.5).
Dieses Experiment brachte insbesondere Aufschluss über die Art und Weise, mit
der die Rezeptorfusionsproteine die Induktion der intrazellulär ablaufenden Signal-
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Abbildung 4.1  Wirkungsweise des mOSM-RFP
A. Die Ausbildung des mOSM-Rezeptorkomplexes führt zur Signalweiterleitung in die
Zelle.
B. Das mOSMR-Fragment des mOSM-RFP1 interagiert mit der zellständigen gp130-
Untereinheit und umgekehrt. Die Signaltransduktion bleibt aus.
C. Das mOSM-RFP1 fängt mOSM in Lösung ab, der mOSM-Rezeptorkomplex kann
sich nicht ausbilden. Die Signaltransduktion bleibt aus.
kaskade inhibieren. Abbildung 4.1 zeigt zwei mögliche Wirkmodelle, nach denen
die Fusionsproteine entweder mit den Rezeptoruntereinheiten auf der Zelloberﬂä-
che interagieren und so die Formation des Zytokin-Rezeptorkomplexes verhindern
(Abb. 4.1B), oder die Rezeptorfusionsproteine die Zytokine in Lösung mit hoher Af-
ﬁnität binden und somit abfangen, bevor sie auf die Rezeptoren der Zelloberﬂäche
binden können (Abb. 4.1C). Der in Abbildung 3.5 beobachtete Sättigungseﬀekt lässt
letztere Hypothese wahrscheinlicher erscheinen, in der Rezeptorfusionsproteine und
Oberﬂächenrezeptoren um die Zytokinbindung konkurrieren. Zwischen der Bindung
des Zytokins an das mOSM-RFP bzw. den Rezeptor besteht ein Gleichgewicht.
Weiter downstream in der Signalkaskade erfolgte die nukleäre Akkumulation von
phosphoryliertem STAT3 [56]. mOSM-RFP1 war auch hier in der Lage, die mOSM-
induzierte Translokation des Transkriptionsfaktors in den Zellkern zu unterbinden
(Abb. 3.7). Als Zielgen von STAT3 erfolgte nach einer Stimulation mit mOSM die
Geninduktion des feedback -Inhibitors SOCS3 [56]. In der rt-PCR konnte gezeigt
werden, dass mOSM-RFP1 selbst in einem molaren Verhältnis zum Zytokin von 1:1
in der Lage war, die Expression der SOCS3-mRNS beinahe auf das unstimulierte
Level zu unterdrücken (Abb. 3.9).
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Im Vergleich mit einem neutralisierenden mOSM-Antikörper zeigte mOSM-RFP1
eine um den Faktor 100 eﬃzientere Inhibition der mOSM-induzierten STAT3-
Phosphorylierung. Während der Antikörper im 100-fach molaren Überschuss zum
Zytokin die Zellinduktion vollständig inhibierte, zeigte das Rezeptorfusionsprotein
den selben Eﬀekt in einem molaren Verhältnis von 1:1 (vlg. Abb. 3.10).
Untersuchung der Speziﬁtät der mOSM-RFPs
Die IL-6-Typ Zytokine verfügen nicht nur untereinander, sondern auch speziesüber-
greifend, über große Homologien. Im Falle der cross-Reaktivität von LIF bindet das
humane Zytokin den murinen Rezeptor sogar mit einer sehr viel höheren Aﬃnität als
den humanen Rezeptor [116]. Und auch humanes IL-6 ist in der Lage, den murinen
Rezeptorkomplex zu binden, wohingegen umgekehrt das murine Zytokin keine Aﬃ-
nität zum humanen Rezeptor zu haben scheint [60]. Demgegenüber wurde gezeigt,
dass humanes OSM nicht an den murinen OSM-Rezeptor bindet, sondern vielmehr
eine Aﬃnität zum murinen LIF-Rezeptor zu besitzen scheint [63, 28]. Der Einsatz
von humanem OSM im murinen System führt demnach zu einer Nachahmung der
Funktion von murinem LIF.
Alle Rezeptorkomplexe der IL-6-Typ Zytokinfamilie verfügen über die gemeinsa-
me Untereinheit gp130 [56, 54, 16] (mit Ausnahme des IL-31, welches nicht über
gp130 signalisiert [55]), die auch in den Rezeptorfusionsproteinen enthalten ist.
Fraglich ist demnach, ob die gp130-Untereinheit der Fusionsproteine in der La-
ge ist, mit den anderen Zytokinen dieser Gruppe in Wechselwirkung zu treten
und sie so zu inhibieren. Im Falle der inversen mOSM-RFP3 und 4 steht die-
se Rezeptoruntereinheit an N-terminaler Position. Es wäre denkbar, dass die in-
versen Fusionsproteine in Anwesenheit des löslichen mIL-6Rα in der Lage sind,
mit mIL-6 einen hexameren, inhibitorischen Komplex in einer 2:2:2-Anordung
(mIL-6 : mOSM-RFP3/4 : mIL-6Rα) auszubilden. Dies entspräche dem Modell des
für IL-6 postulierten hexameren Rezeptorkomplexes, welches basierend auf kristal-
lograﬁschen Untersuchungen erstellt wurde [117].
Um die Speziﬁtät zunächst innerhalb der murinen Zytokine zu überprüfen, wur-
de parallel der Einﬂuss der mOSM-RFPs auf die mOSM-, mLIF- und mIL-6-
induzierte STAT3-Phosphorylierung untersucht. Von der angestrebten Aktivität von
mOSM-RFP1 und 2 gegenüber mOSM abgesehen, zeigte sich kein Eﬀekt der Inhi-
bitoren auf ein Zytokin der selben Familie (Abb. 3.4). Der Komplex aus Inhibitor,
mIL-6 und mIL-6Rα scheint sich nicht in einer wirksamen Konformation ausbilden
zu können.
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In einem analogen Experiment wurden MEF-Zellen als murines Zellsystem mit den
humanen Zytokinen hOSM, hLIF sowie hIL-6 und hIL-6Rα nach Präinkubation
mit den murinen mOSM-Rezeptorfusionsproteinen stimuliert. Alle humanen Zyto-
kine zeigten eine Kreuzreaktivität zu den zellständigen murinen Rezeptoren, welche
sich in einer STAT3-Phosphorylierung zeigte. Humanes OSM induzierte die STAT3-
Phosphorylierung über den murinen LIF-Rezeptorkomplex, da humanes OSM nicht
an den murinen OSM-Rezeptor bindet [63]. Dementsprechend konnte auch hier für
die murinen mOSM-RFPs keine Aﬃnität zu humanem OSM oder den anderen
Zytokinen nachgewiesen werden. Die inversen Fusionsproteine ließen nach Zuga-
be des hIL-6Rα ebenfalls keine Wechselwirkung mit dem humanen IL-6 erkennen
(Abb. 3.6A). Der Einsatz der murinen RFPs auf HepG2-Zellen als humanem Zell-
system erbrachte das selbe Ergebnis (Abb. 3.6B).
mOSM-RFP1 und 2 sind folglich speziﬁsche Inhibitoren für murines OSM und üben
keinen Eﬀekt auf die Bioaktivität der untersuchten murinen oder humanen Zyto-
kine der IL-6-Familie aus. Die Anwesenheit der ersten Domäne von mgp130 hat
weder auf die Proteinexpression noch auf die Aﬃnität zu mOSM einen positiven
Einﬂuss. Es wurde somit bestätigt, dass der Aufbau des mLIF-RFP auf andere
site-II/III-Zytokine übertragbar ist [62]. Darüber hinaus wurde bereits von einer
anderen Gruppe ein funktionsfähiges Rezeptorfusionsprotein zur Inhibierung von hu-
manem IL-31 in analogem Aufbau zu mLIF-RFP hergestellt [80]. Mangels Rezeptor-
strukturanalysen für OSM wurde aufgrund der engen strukturellen Verwandtschaft
für mOSM eine ähnliche Struktur des Rezeptorkomplexes angenommen wie für den
LIF-Rezeptorkomplex, der in einer Röntgenstrukturanalyse aufgeklärt wurde [118].
Hier wurde eine zentrale Rolle der Ig-ähnlichen Domäne in der Rezeptorbindung
ermittelt. In einer anderen Strukturanalyse zeigte sich, dass das CBM des gp130
für die LIF-Bindung ausreichte [119]. Für die Konstruktion des mLIF-RFP wurde
ein verkürzter löslicher mLIF-Rezeptor (D1-D5; LIF binding protein, LBP [120]),
der als natürlich vorkommender LIF-Inhibitor fungiert, über den AGS-41-linker an
das CBM des mgp130 (D2-D3) fusioniert. LBP enthält bis auf die FNIII-Domänen
(D6-D8) alle Ektodomänen des mLIFR. Für das mOSM-RFP wurden daher eben-
falls alle extrazellulären Domänen außer der FNIII-Domänen eingesetzt (Abb. 3.1).
Für die Herstellung eines humanen OSM-Inhibitors fusionierten Diveu et al. die drei
N-terminalen Domänen des hOSMR, die dem löslichen humanen OSMR entspra-
chen, mit der Ig-ähnlichen Domäne des hgp130 [74]. Ein löslicher muriner OSM-
Rezeptor wurde bislang nicht beschrieben. Möglicherweise ist die Domänenstruktur
des löslichen humanen Rezeptors auf das murine System übertragbar. Jedoch bleibt
zu bedenken, dass humanes OSM nicht in der Lage ist, ebenso wie viele andere
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Zytokine der IL-6-Zytokinfamilie, auf den murinen OSM-Rezeptor zu binden [63].
Somit sind strukturelle Unterschiede zwischen den Spezies nicht ausgeschlossen.
4.1.2 Stöchiometrie der Zytokin-mOSM-RFP-Komplexe
Die Rezeptorfusionsproteine sind single gene-Konstrukte und werden als funktions-
fähige Monomere synthetisiert. Umso überraschender war der Befund, dass die in-
versen mOSM-RFP3 und 4 selbst nach 5-minütiger Denaturierung bei 95 ◦C und
Zugabe von SDS-haltigem Ladepuﬀer als Dimere auftraten (Abb. 3.12). Interessan-
terweise entsprachen diese auch den Fusionsproteinen, bei denen keine erkennbare
Inhibierung der mOSM-induzierten STAT3-Phosphorylierung nachgewiesen werden
konnte (Abb. 3.4).
Die Ausbildung von Protein-Protein-Komplexen wurde daher unter nativen Bedin-
gungen näher untersucht. Die in Analogie zum mLIF-RFP angeordneten mOSM-
RFP1 und 2 shifteten mOSM auf die Laufhöhe der Rezeptorfusionsproteine. Die
inversen mOSM-RFP3 und 4 zeigten entgegen der Erwartung einen inkompletten
shift des mOSM auf ein sehr viel höheres Niveau, das dem der dimeriserten Fu-
sionsproteine entsprach (Abb. 3.13). Dies konnte in einer Analyse der Banden am
Fluoreszenz-scanner bestätigt werden (Abb. 3.15). Die Mehrzahl der inversen Fusi-
onsproteine lag in diesem Experiment in monomerer Form vor, was im Widerspruch
zu den selbst unter denaturierenden Bedingungen nachgewiesenen Dimeren steht.
Nichtsdestotrotz besitzen Homodimere der inversen RFPs eine Aﬃnität zu mOSM.
Die Ausbildung von Dimeren scheint ein in monomerer Form bestehendes Deﬁzit
zu kompensieren und so die mOSM-Bindung zu ermöglichen. Möglicherweise ist der
Anteil der in dimerer Form vorliegenden Inhibitoren zu gering, um im Zellkulturex-
periment (vgl. Abb. 3.4) einen sichtbaren Eﬀekt zu erzielen. In einer quantitativen
Analyse der shifting-Kapazität wurde für mOSM-RFP3 eine Bindungskapazität von
50 %, für mOSM-RFP 4 von 18 % bezogen auf die Kapazität von mOSM-RFP1 und
2 ermittelt (Abb. 3.14). Abbildung 4.2 zeigt ein mögliches Modell der Konﬁguration
des Zytokin-Inhibitor-Komplexes.
Arrangiert man die Rezeptoruntereinheiten mOSMR und mgp130 in der gleichen
Weise, wie sie für den verwandten LIF-Rezeptorkomplex angenommen werden [121],
wird deutlich, dass der C-Terminus der vierten Domäne des OSMR dem N-Terminus
von gp130 sehr viel näher ist als der C-Terminus von gp130 der N-terminalen ersten
Domäne des OSMR. Möglicherweise ist die Distanz im Falle der inversen Fusionspro-
teine zu groß, um durch den 41-Aminosäuren-langen linker überbrückt zu werden.
Die korrekte Anordnung der Rezeptordomänen wird verhindert, so dass sich alter-
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Abbildung 4.2  Konﬁguration der Zytokin-Inhibitor-Komplexe
A. Mögliche Anordnung der Rezeptoruntereinheiten von mOSM-RFP1 und 2. mOSMR
und mgp130 bilden eine Tasche, die eine Interaktion aller beteiligten Domänen mit
dem Zytokin zulässt ( linker grün dargestellt). Die Ausbildung der gleichen Formation
von mOSM-RFP3 und 4 wird durch den möglicherweise zu kurzen linker verhindert.
Eventuell behindert der linker außerdem durch seine Lage die Zytokinbindung ( linker
rot dargestellt).
B. Jeweils zwei Moleküle der inversen mOSM-RFP3 und 4 komplementieren einander
zu einer funktionellen Anordnung der Rezeptordomänen. Anders als dargestellt wird
möglicherweise auch nur 1 Molekül mOSM von zwei Molekülen Inhibitor gebunden.
Linker ist zur vereinfachten zweidimensionalen Darstellung verlängert abgebildet. Diese
Abbildung wurde freundlicherweise von G. Müller-Newen, Institut für Biochemie, zur
Verfügung gestellt.
nativ eine dimere Konformation ausbildet. Ob das Homodimer in der Lage ist zwei
Moleküle mOSM zu binden, oder ob nur ein funktioneller Inhibitor aus zwei RFPs
zusammengesetzt werden kann, bleibt vorerst oﬀen.
Zusammenfassend lassen die Laufeigenschaften der Zytokin-Inhibitor-Komplexe
Rückschlüsse auf ihre Stöchiometrie zu. mOSM-RFP1 und 2 binden das Zyto-
kin in einer 1:1-Konstellation, welche im Einklang mit der Anordung des mOSM-
Rezeptorkomplexes aus je einem Molekül mOSM, mOSMR und mgp130 steht
[63]. Die inversen Fusionsproteine hingegen scheinen mOSM nur als RFP-Dimer
in einer 2:2- oder 2:1-Formation binden zu können. Hierbei kann in Hinblick auf
Abbildung 3.12 von einem Vorliegen präformierter Dimere der inversen Fusionspro-
teine ausgegangen werden kann.
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4.1.3 Anwendungsmöglichkeiten für das mOSM-RFP
mOSM ist von verschiedenen Gruppen mit chronisch-entzündlichen Erkrankungen,
wie etwa der rheumatoiden Arthritis, in Verbindung gebracht worden. In Mäusege-
lenken, in die mOSM-cDNS-enthaltende Adenoviren injiziert worden waren, führte
es in vivo zur Induktion von Entzündung und Destruktion in Form von synovia-
ler Hyperplasie, Inﬁltration durch mononukleäre Zellen, Umbau der extrazellulären
Matrix und Knorpelschäden [122]. An rheumatoider Arthritis erkrankte Patienten
zeigten gegenüber gesunden Probanden signiﬁkant erhöhte Konzentration von OSM
in der Synovialﬂüssigkeit, die mit der Anzahl der Leukozyten korrelierte [123]. In
Kombination mit TNFα führte OSM zu einer gesteigerten Expression von Matrix-
Metalloproteinasen in Knorpel und Synovium [124]. Nichtsdestotrotz ist die grund-
sätzliche Rolle von OSM als pro- und antiinﬂammatorisches Zytokin umstritten [21].
Das mOSM-RFP könnte somit zunächst in der weiteren Erforschung der Rolle dieses
Zytokins in vivo in Mausmodellen humaner Erkrankungen - wie etwa der rheumatoi-
den Arthritis - zum Einsatz kommen und die bisher eingesetzten neutralisierenden
Antikörper ersetzen [125]. Das mOSM-RFP kann organspeziﬁsch und induzierbar in
transgenen Mäusen exprimiert werden. Da die Rezeptoruntereinheiten murinen Ur-
sprungs sind, müsste einzig der synthetische AGS-41-linker auf seine Immunogenität
hin untersucht werden. Die Funktionalität des Fusionsproteins auf primären murinen
Hepatozyten konnte in dieser Arbeit bereits nachgewiesen werden (Abb. 3.11).
Für eine in vivo-Anwendung im Menschen müsste ein analoges Fusionsprotein aus
humanen Untereinheiten konstruiert und charakterisiert werden. Humanes OSM be-
saß im Zellkulturexperiment keine nachweisbare Aﬃnität zum mOSM-RFP. Dar-
über hinaus könnte ein aus murinen Rezeptoruntereinheiten bestehender Inhibitor
im menschlichen Organismus eine starke Immunreaktion hervorrufen. Von Diveu
et al. wurde bereits ein Inhibitor für humanes OSM publiziert, der aus den zyto-
kinbindenden Domänen der humanen Rezeptoruntereinheiten aufgebaut war [74].
Die Gruppe stellte ein Fusionsprotein vor, welches aus den ersten 428 Aminosäu-
ren des löslichen hOSMR (D1-D3) und der Ig-ähnliche Domäne des hgp130 (D1,
Aminosäuren 767-817), fusioniert über einen 40-Aminosäuren-linker, bestand. Der
gp130-Anteil widerspricht der gängigen Annahme, dass site-II/III-Zytokine wie LIF
an ihrer site II das Zytokin-bindende Modul (CBM, D2-D3) des gp130 binden (vgl.
Abb. 1.3) [118]. So zeigt auch die vorliegende Arbeit, dass auch in Abwesenheit der
Ig-ähnlichen Domäne (D1) des murinen gp130 eine hochaﬃne mOSM-Bindung mög-
lich war. OSM ist ebenfalls ein site-II/III-Zytokin und nahe verwandt zu LIF [57].
Bei der Konstruktion eines humanen OSM-RFP sollte daher die Domänenzusam-
mensetzung noch einmal kritisch hinterfragt werden.
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Zytokin-Inhibitoren, die aus Rezeptoruntereinheiten aufgebaut sind, gehören zu der
Klasse der Biopharmazeutika, den sogenannten Biologicals. Aufgabe dieser Thera-
peutika ist es, gezielt in die Vorgänge des Körpers einzugreifen. Sie können so in der
Therapie verschiedenster Erkrankungen wie chronischen Entzündungen und Tumor-
leiden zum Einsatz kommen.
4.2 Entwicklung und Evaluation der Fc-Fusionsproteine
4.2.1 Fc-Fusionsproteine hemmen die mOSM- nicht jedoch die
mIL-6-induzierte STAT3-Phosphorylierung
Die Homodimerisierung des TNF-α-Rezeptorfusionsproteins Etanercept [75] und
auch die Heterodimerisierung der in der Einleitung besprochenen cytokine traps [77]
werden durch einen fusionierten Fc-tag erreicht. Die Dimerisierung ist in diesem Falle
notwendig, um die Rezeptoruntereinheiten in räumliche Nähe zueinander zu brin-
gen und so ihre Aﬃnität zum Zytokin wesentlich zu steigern. Durch das Anfügen
der Fc-Region eines IgG-Antikörpers kann jedoch auch Einﬂuss auf die Pharma-
kokinetik eines Proteins genommen werden. Als Plasmaproteine besitzen Antikör-
per von Natur aus eine lange Plasmahalbwertszeit, welche durch genetische Modi-
ﬁkationen noch verlängert werden kann [111, 112]. Hierbei wird die Bindung der
Fc-Region an den neonatalen Fc-Rezeptor (FcRn) verstärkt, welcher auf Endothel-
zellen exprimiert wird. FcRn bindet die Fc-Region pH-abhängig und schützt das
Protein so vor der Degradation. Weiterhin kann die Zytotoxizität, welche durch An-
tikörper (antibody-dependent cellular cytotoxicity, ADCC) oder Komplementfakto-
ren (complement-dependent cytotoxicity, CDC) vermittelt wird und Fusionsprotein-
bedingte Zellschäden hervorrufen kann, mit Hilfe von gentechnisch manipulierten
Fc-tags herabgesetzt werden [113].
Mit Hinblick auf den in vivo-Einsatz der Rezeptorfusionsproteine wurden die hoch-
aﬃnen und speziﬁschen mOSM-Inhibitoren mOSM-RFP1 und 2 mit einem Fc-tag
fusioniert, der durch eine Mutation in der Aminosäuresequenz zu einer reduzierten
Fc-vermittelten Zytotoxizität führte. Der FLAG R©-tag der beiden Rezeptorfusions-
proteine wurde dabei durch die Fc-Region des IgG2A inklusive der hinge-Region
ersetzt. HEK293-Zellen wurden mit den für die Fc-Fusionsproteine kodierenden Ex-
pressionsplasmiden transient transﬁziert und die Zellkulturüberstände nach 48 h
geerntet und in einem Zentrifugalkonzentrator 10-fach aufkonzentriert. Der Gehalt
an Fc-Fusionsproteinen war auf dem Western Blot vergleichbar mit der Kontrol-
le, für die mOSM-RFP1-haltiger Zellkulturüberstand im gleichen Volumen einge-
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setzt wurde, welcher in gleicher Weise aufbereitet worden war (Abb. 3.18). Die Fc-
Fusionsproteine wurden somit zufriedenstellend, aber nicht besser exprimiert als die
Rezeptorfusionsproteine ohne Fc-tag.
Zunächst wurde untersucht, ob mOSM-RFP1 und 2 auch als parallel zueinander
angeordnete Homodimere in der Lage sind, mOSM zu binden. Der Fc-tag bietet
den Vorteil, dass er direkt an Protein A- oder G-gekoppelte Sepharose oder beads
bindet und die Proteine so relativ leicht aus dem Zellkulturüberstand präzipitiert
werden können. Beide mOSM-RFP/Fc-Fusionsproteine konnten mOSM in Lösung
binden und präzipitieren (Abb. 3.19). Es ist davon auszugehen, dass die dimerisier-
ten Fusionsproteine sich wie zwei individuelle, monomere Fusionsproteine verhalten.
Somit bindet ein Inhibitor-Dimer zwei Moleküle mOSM. Interessanterweise war je-
der Versuch der Koimmunpräzipitation mit den FLAG R©-getaggten Fusionsproteinen
gescheitert. Der FLAG R©-tag scheint nach der Antikörper-vermittelten Bindung an
Protein-A-Sepharose die Bindungsstelle für mOSM zu blockieren, so dass das Zy-
tokin nie kopräzipitiert werden konnte. Auch die Präzipitation eines präformierten
mOSM-RFP/mOSM-Komplexes gelang in keinem Fall, so dass umgekehrt auch die
mOSM-Bindung den FLAG R©-tag zu maskieren scheint (vgl. auch Abb. 3.15).
In der Zellkultur wurde die Fähigkeit der Fc-Fusionsproteine untersucht, die mOSM-
bzw. mIL-6-induzierte STAT3-Phosphorylierung zu unterdrücken. Eine Aktivität
von mOSM-RFP2/Fc wäre denkbar gewesen, da es mit Domänen 1-3 des mgp130
alle Domänen enthielt, die zur Bindung von mIL-6 notwendig sind. Jostock et al.
hatten bereits gezeigt, dass ein über einen Fc-tag dimerisiertes Homodimer der ex-
trazellulären Domänen des gp130 in Anwesenheit des löslichen IL-6-Rα ein wir-
kungsvoller Inhibitor des IL-6-trans-signaling ist. Somit sollte auch das dimerisier-
te mOSM-RFP2/Fc nach Zugabe von sIL-6-Rα die Fähigkeit besitzen, mIL-6 zu
binden. Es zeigte sich, dass die mOSM-induzierte STAT3-Phosphorylierung durch
mOSM-RFP1/Fc und mOSM-RFP2/Fc wirkungsvoll unterdrückt werden konnte.
Keines der beiden Fusionsproteine war jedoch in der Lage, in Anwesenheit des lös-
lichen IL-6Rα einen inhibitorischen Komplex mit mIL-6 auszubilden (Abb. 3.20).
Dies kann möglicherweise dadurch erklärt werden, dass die erste Domäne des gp130
nicht wie im Falle des mIL-6-RFP N-terminal und somit frei vorliegt [81]. Mögli-
cherweise wird hierdurch die Bindungsstelle blockiert, was die Bindung von mIL-6
an den Inhibitor verhindert.
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4.2.2 Einsatz und Möglichkeiten von Inhibitoren mit fusionierter
Fc-Region
Durch die Fusion mit dem konstanten Teil eines Antikörpers gelingt es, Einﬂuss auf
die Expressionsrate und Plasmahalbwertszeit der Proteine oder die Immunantwort
des Organismus zu nehmen (in diesem Fall herabsetzen der Fc-vermittelten Zytotoxi-
zität, s.o.) [113]. Dies ist insbesondere für den Einsatz in vivo im Entzündungsmodell
in der Maus von Vorteil. Darüber hinaus können Fc-getaggte Fusionsproteine relativ
leicht mit einer Protein-A- oder Protein-G-Aﬃnitätschromatograﬁe aus Zellkultur-
überständen isoliert werden. Als single gene-Konstrukte besteht bei den Rezeptor-
fusionsproteinen außerdem nicht das Problem, dass sich unerwünschte Homodimere
formieren, wie dies bespielsweise bei den cytokine traps der Fall ist [77]. Auch das
klinisch etablierte Etanercept verfügt als TNFα-Rezeptorfusionsprotein über einen
Fc-tag, der die Homodimerisierung zweier Rezeptoruntereinheiten ermöglicht [75],
und so die Aﬃnität des Inhibitors zu TNF-α steigert.
4.3 Klonierung, Herstellung und Funktionskontrolle
rekombinanter Adenoviren für murine
Rezeptorfusionsproteine
4.3.1 Adenoviraler Gentransfer induziert die Fusionsproteinexpression
in der Zellkultur
In Kooperation mit dem Institut für Klinische Chemie und Pathobiochemie, RWTH
Aachen, wurden in dieser Arbeit adenovirale Vektorsysteme für den Gentransfer
der drei etablierten murinen Rezeptorfusionsproteine mIL-6-RFP, mLIF-RFP und
mOSM-RFP hergestellt. Mit dem Ziel des Einsatzes in vivo in Mausmodellen hu-
maner Erkrankungen wurden die Adenoviren zunächst in der Zellkultur auf ihre
Funktionalität hin untersucht.
COS7- und HEK293-Zellen wurden vergleichend mit einer deﬁnierten Virenkonzen-
tration inﬁziert. In den HEK293-Zellen wurde mIL-6-RFP gut, mLIF-RFP etwa
um den Faktor 10 schwächer exprimiert und in den Zellkulturüberstand sezerniert.
Dies stimmte mit der schon früher beobachteten, wesentlich stärkeren Expression
des mIL-6-RFP gegenüber den anderen Rezeptorfusionsproteinen überein. mOSM-
RFP konnte nicht nachgewiesen werden. Demgegenüber schienen die Fusionsprote-
ine in den COS7-Zellen nach ihrer Expression zu akkumulieren, im Zellkulturüber-
stand kamen sie nicht an (Abb. 3.22). Hinsichtlich der schwachen Expression des
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pShuttle-mOSM-RFP-Plasmids bereits bei der Transfektion der COS7-Zellen mit
den pShuttle-Vektoren (Abb. 3.21) ist ein Fehler auf DNS-Ebene möglich. Dieser
muss durch erneute Sequenzierung und ggf. die Herstellung einer neuen Virencharge
untersucht werden. Nichtsdestotrotz existieren mit den Adenoviren für mIL-6-RFP
und mLIF-RFP zwei Vektorsysteme, die den Gentransfer ermöglichen.
Primäre murine Hepatozyten wurden daraufhin mit dem mIL-6-RFP-Adenovirus
als eﬃzientestem Virus inﬁziert. In den 10-fach aufkonzentrierten Überständen der
Hepatozyten war mIL-6-RFP nachweisbar (Abb. 3.23). Die Funktionsfähigkeit des
mIL-6-RFP-Adenovirus wurde somit auch in primären Zellen bestätigt und sollte
als nächster Schritt auch im Versuchstier überprüft werden.
4.3.2 Potential des adenoviralen Gentransfers in der Gentherapie
Die adenoviralen Vektoren wurden mit dem Ziel der Fusionsproteinexpression im
Mausmodell hergestellt. Im Vergleich zu konventionellen Methoden, wie liposomaler
Transfektion, Elektroporation oder direkter DNS-Injektion, ermöglicht der adenovi-
rale Gentransfer eine sehr hohe Transduktionseﬃzienz [126]. Weiterhin können re-
kombinante Adenoviren auch postmitotische, nicht-replikative Zellen inﬁzieren [84].
Dies ist von Vorteil, da die Zellen des chronisch-entzündlichen Gewebes nicht zwin-
gend mitotisch aktiv sind. Dadurch, dass die rekombinanten Proteine direkt in den
Zellen des Zielorganismus hergestellt werden, verfügen sie über die richtige Faltung,
sowie die gleichen post-translationalen Modiﬁkationen wie native Proteine. Die Pro-
teinexpression nach adenoviraler Infektion ist bereits nach wenigen Stunden nach-
weisbar und erreicht ihr Maximum in vitro nach etwa 48 Stunden [127].
Durch die Einfuhr neuen genetischen Materials können mit Hilfe der Gentherapie ge-
netisch determinierte (z.B. Krebs [128] oder Hämophilie [102]) oder infektiöse (z.B.
AIDS [129]) Erkrankungen therapiert werden. Chronisch entzündliche Erkrankungen
wie rheumatoide Arthritis oder Morbus Crohn könnten in Zukunft im Rahmen einer
Anti-Zytokin-Therapie - zum Beispiel mit Rezeptorfusionsproteinen oder neutrali-
sierenden Antikörpern - mit Hilfe von adenoviralem Gentransfer behandelt werden.
4.4 Ausblick
Gemeinsam genutzte Rezeptoruntereinheiten sind hilfreich in der Entwicklung spe-
ziﬁscher Zytokininhibitoren. Wie das Beispiel des mLIF-RFP zeigt, lässt sich der
grundsätzliche Aufbau der Rezeptorfusionsproteine für site-II/III-Zytokine auf an-
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dere Zytokine der IL-6-Familie übertragen. So sind in analogem Aufbau jeweils spe-
ziﬁsche Inhibitoren für humanes IL-31 und murines OSM entstanden. Ebenso ließe
sich der Ansatz auf andere Zytokinfamilien anwenden, die auch über eine gemein-
same Rezeptoruntereinheit signalisieren, wie Zytokine der IL-2-Familie, welche die
gemeinsame γ-Untereinheit nutzen oder Zytokine der IL-3-Familie, die die gemein-
same β-Kette rekrutieren.
4.4.1 Einsatz der murinen Rezeptorfusionsproteine in vivo
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass mit dem murinen OSM-RFP
ein hochspeziﬁscher und potenter Inhibitor für murines OSM vorliegt. Zusammen
mit den in unserer Arbeitsgruppe entwickelten murinen Rezeptorfusionsproteinen
für IL-6 und LIF stehen insgesamt drei gut charakterisierte Inhibitoren für murine
Zytokine der IL-6-Familie zur Verfügung. Da alle bisherigen Versuche in vitro durch-
geführt wurden, wäre es nun interessant, die Inhibitoren in vivo in Mausmodellen
chronischer Entzündungen einzusetzen, in denen humane Erkrankungen wie rheuma-
toide Arthritis oder chronisch-entzündliche Darmerkrankungen künstlich induziert
werden. Alle Rezeptoruntereinheiten der Fusionsproteine sind murinen Ursprungs,
somit müsste vor einem Einsatz in der Maus einzig der synthetische AGS-41-linker
auf seine Immunogenität hin untersucht werden.
Für die Fusionsprotein-Expression in der Maus könnten die in dieser Arbeit generier-
ten adenoviralen Expressionssysteme eingesetzt werden. Alternativ bieten transgene
Tiere die Möglichkeit, die rekombinanten Proteine induzierbar und organspeziﬁsch
herzustellen. Nach der Geninduktion bzw. der adenoviralen Infektion der Tiere kann
die Herstellung des Fusionsproteins überprüft und bei ausreichender Expression der
Eﬀekt der Inhibitoren auf pathologisch veränderte Gewebe untersucht werden. Auf
lange Sicht könnte so eine neue Therapieoption für den Menschen in der Behandlung
chronisch-entzündlicher Erkrankungen entstehen.
4.4.2 Evaluation der Eigenschaften der Fc-getaggten mOSM-RFP
in vivo
Im Einsatz in der Zellkultur konnte die hochaﬃne und speziﬁsche Aktivität der
Fc-Fusionsproteine bestätitgt werden. Zwar erfüllte sich die erhoﬀte Zunahme der
Expressionsrate in der Zellkultur nicht, jedoch ist die Auswirkung des Fc-tags auf
die Plasmahalbwertszeit in vivo im Vergleich zu den FLAG R©-getaggten mOSM-RFP
noch nicht untersucht worden. Auch die herabgesetzte Zytotoxizität durch den mo-
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diﬁzierten Fc-tag sollte in weiterführenden Arbeiten untersucht werden. Sollte sich
die Fusion mit einer Fc-Region bewähren, wäre es sinnvoll, auch die tags der Rezep-
torfusionsproteine für mIL-6 und mLIF durch einen Fc-tag zu ersetzen.
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5 Zusammenfassung der Ergebnisse
Zytokine sind lösliche Polypeptide, die zumeist de novo von nahezu allen kernhal-
tigen Zellen synthetisiert und sezerniert werden. Sie dienen der Koordination ver-
schiedener Zelltypen und spielen unter anderem eine Rolle in der Proliferation und
Diﬀerenzierung während der Embryogenese und vermitteln die Immunantwort. Viele
Krankheitsbilder in der Medizin beruhen auf einer Dysregulation von Zytokinen. Ob-
wohl die Rolle von Onkostatin M (OSM) als pro- oder antiinﬂammatorisches Zytokin
umstritten ist, wurde nachgewiesen, dass OSM als Hepatozyten-stimulierender Fak-
tor an der Auslösung der Akut-Phase-Reaktion beteiligt ist. Weiterhin wurde eine
Erhöhung der IL-6-Typ Zytokine einschließlich OSM in Synovialzellen von Patienten
mit rheumatoider Arthritis gefunden.
Im Rahmen der Anti-Zytokin-Therapie beﬁndet sich bereits das TNF-α-Rezeptorfu-
sionsprotein Etanercept im klinischen Einsatz. In unserer Arbeitsgruppe wurden
Inhibitoren für die IL-6-Typ Zytokine hIL-6, mIL-6 und mLIF entwickelt, die auf
fusionierten Zytokinrezeptoren basieren. Während IL-6 seine Rezeptoren über drei
Bindungsstellen rekrutiert (site I, II und III), bindet LIF seinen heterodimeren
Rezeptorkomplex nur über die sites II und III. Das mLIF-Rezeptorfusionsprotein
(mLIF-RFP) könnte somit als Prototyp für die Entwicklung weiterer Inhibitoren für
andere site-II/III-Zytokin der IL-6-Zytokinfamilie dienen.
Der erste Teil dieser Arbeit beschäftigte sich mit der Herstellung eines Inhibitors
für das murine OSM aus den extrazellulären Domänen von mgp130 und mOSMR.
Ein OSM-Inhibitor könnte bei der Aufschlüsselung der Rolle von OSM in chro-
nischen Entzündungen nützlich sein. Auf lange Sicht könnte möglicherweise eine
neue Therapieoption für Menschen mit chronisch-entzündlichen Erkrankungen ent-
stehen. Analog zum mLIF-RFP wurde ein mOSM-RFP konstruiert, das aus den
vier N-terminalen Domänen des murinen OSMR und - fusioniert über einen synthe-
tischen linker - Domänen 2 und 3 des murinen gp130 bestand (mOSM-RFP1). In
ein weiteres Konstrukt wurde zusätzlich Domäne 1 des mgp130 aufgenommen, um
die Auswirkung auf die Expressionsrate zu untersuchen (mOSM-RFP2). Da die Rol-
le der Anordnung der Rezeptoruntereinheiten innerhalb des Konstrukts bisher nicht
untersucht worden war, wurden von den beiden beschriebenen Inhibitoren jeweils in-
verse Konstrukte erstellt, bei denen das mgp130-Fragment dem mOSMR-Fragment
vorangestellt war (mOSM-RFP3 und 4). Von diesen insgesamt vier mOSM-RFPs
zeigten nur die in Analogie zum mLIF-RFP angeordneten Fusionsproteine einen
deutlichen Einﬂuss auf die mOSM-induzierte STAT3-Phosphorylierung auf MEF-
Zellen, wenn die Inhibitoren äquimolar oder im Überschuss im Zellkulturüberstand
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vorlagen. Dieser inhibitorische Eﬀekt war durch eine Steigerung der Zytokingabe
absättigbar. Als speziﬁsche Inhibitoren hemmten die mOSM-RFPs nicht die Bioak-
tivitäten des mlL-6 oder des nahe verwandten mLIF. Auch auf die entsprechenden
humanen Zytokine und humanes OSM übte es keinen Eﬀekt aus. Das in strenger
Analogie zum mLIF-RFP angeordnete mOSM-RFP1 ohne D1 von mgp130 wurde
als bester Inhibitor bei der niedrigsten Molmasse ausgewählt. Die Geninduktion
des feedback Inhibitors SOCS3 konnte durch mOSM-RFP1 vollständig unterdrückt
werden. Hierbei war es ausreichend, wenn der Inhibitor in einem Stoﬀmengenverhält-
nis von 1:1 zum Zytokin vorlag. Im Vergleich musste ein neutralisierender mOSM-
Antikörper im 100-fachen Überschuss vorliegen, um denselben Eﬀekt zu erzielen.
Die Analyse der Stöchiometrie der vier mOSM-RFPs mittels blauer nativer PAGE
zeigte überraschend, dass für die inversen Fusionsproteine ein tri- oder quatromerer
Komplex aus zwei Molekülen Inhibitor und ein oder zwei Molekülen Zytokin ange-
nommen werden muss. Anders als die ursprünglichen mOSM-RFPs, welche mOSM
in einer 1:1-Stöchiometrie zu binden scheinen, besitzen die inversen mOSM-RFPs
nur als Inhibitordimer eine Aﬃnität zu mOSM. Aus diesem ersten Teil der Arbeit
folgt, dass mOSM-RFP1 ein hochaﬃner und speziﬁscher Inhibitor von mOSM ist.
Es kann Einsatz in der Erforschung von Zytokineigenschaften ﬁnden und in vivo in
der Maus als neue Therapieoption für chronische Entzündungen getestet werden.
Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde der FLAG R©-tag der mOSM-bindenden Fusions-
proteine mOSM-RFP1 und 2 durch die Fc-Region eines IgG-Antikörpers ersetzt und
zunächst in der Zellkultur getestet. Durch die Fusionierung mit einem Fc-tag kann
Einﬂuss auf die Pharmakokinetik und Expressionsrate eines Proteins genommen
werden. Für den Einsatz im Tiermodell wäre eine verlängerte Plasmahalbwertszeit
vorteilhaft. Die ausgewählte Fc-Region des IgG2A verfügte darüberhinaus über eine
Modiﬁkation der Aminosäuresequenz, welche die Fc-vermittelte Zytotoxizität durch
Komplementfaktoren oder Eﬀektorzellen des Immunsystems herabsetzt. Die hoch-
aﬃne und speziﬁsche Aktivität der mOSM-Rezeptorfusionsproteine konnte auch als
Homodimer bestätigt werden. mOSM-RFP1/Fc und mOSM-RFP2/Fc waren in der
Lage, mOSM aus dem Überstand zu präzipitieren. Weiterhin konnten sie mOSM-
induzierte STAT3-Phosphorylierung wirkungsvoll unterdrücken. In weiterführenden
Arbeiten sollten die Eigenschaften der Fc-Fusionsproteine in vivo untersucht werden.
Mit mIL-6-RFP, mLIF-RFP und mOSM-RFP liegen drei gut charakterisierte Inhibi-
toren für murine Zytokine der IL-6-Familie vor. Keines der Rezeptorfusionsproteine
war bisher in Mausmodellen chronischer Entzündungen des Menschen eingesetzt
worden. Ziel des dritten Teils dieser Arbeit war es daher, in Zusammenarbeit mit
dem Institut für Klinische Chemie und Pathobiochemie, RWTH Aachen, ein ade-
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novirales Expressionssystem zu entwickeln, mit dem die single gene-Konstrukte der
Fusionsproteine in die Maus transduziert werden können. In Kontrollversuchen zu-
nächst in der Zellkultur konnten HEK293-Zellen und primäre murine Hepatozyten
mit den Adenoviren inﬁziert werden. Insbesondere das mIL-6-RFP-Adenovirus zeig-
te eine nach 2-3 Tagen nachweisbare Proteinexpression im Zellkulturüberstand und
könnte somit versuchsweise in der Maus zum Einsatz kommen.
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